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1  Einleitung 
1.1 Mitochondrien 
Mitochondrien sind essentielle Bestandteile eukaryotischer Zellen. Ihre Größe kann 
erheblich variieren und je nach Lokalisation einen Durchmesser von circa 0,5-1,0 µM 
haben.  Mitochondrien  sind  innerhalb  der  Zelle  oft  in  der  Nähe  von  Strukturen 
lokalisiert,  die  ATP  benötigen,  z.B.  in  Muskelgeweben  an  den  kontraktilen 
Filamenten.  Zeitrafferaufnahmen  von  lebenden  Zellen  machen  deutlich,  dass 
Mitochondrien sehr beweglich sind und eine veränderliche Morphologie besitzen. Sie 
sind  Organellen  der  Zellatmung,  wobei  sie  über  die  Atmungskette  den 
Energiespeicher  und  –überträger  Adenosintriphosphat  (ATP)  synthetisieren  und 
damit unter aeroben Bedingungen über 95% der Zellenergie produzieren. Nach der 
Endosymbiontentheorie  stammen  Mitochondrien  von  atmungskompetenten 
Proteobakterien  ab,  die  vor  1,5  Milliarden  Jahren  eine  Symbiose  mit  anaeroben 
Archaebakterien eingegangen sind (Gray et al., 1999). Diese Theorie gilt heutzutage 
als  gesichert  und  wird  durch  zahlreiche  strukturelle  und  funktionelle  Parallelen 
zwischen  Mitochondrien  und  Bakterien  sowie  DNA-Sequenzierungen  und 
phylogenetische Analysen gestützt. 
 
1.1.1 Aufbau der Mitochondrien 
Mitochondrien sind von zwei hoch spezialisierten Membranen, der inneren und der 
äußeren  Membran,  umgeben.  Hierdurch  entstehen  zwei  getrennte  Mitochondrien-
kompartimente: die innere Matrix und ein viel schmalerer Intermembranraum.  
 
Die äußere Membran grenzt das Mitochondrium gegenüber dem Zytosol der Zelle 
ab.  In  der  äußeren  Membran  findet  man  überdies  das  Transportprotein  Porin, 
welches  große  wasserhaltige  Kanäle  in  der  Lipiddoppelschicht bildet  (Lloreta-Trull 
and Serrano, 1998). Hierdurch wird ein Austausch von Ionen und Molekülen mit einer Einleitung 
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Größe von 5000 Dalton oder weniger zwischen dem Mitochondrium und dem Zytosol 
ermöglicht.  
Die  innere  Membran  ist  ebenfalls  hoch  spezialisiert  und  ist  charakterisiert  durch 
Cristae  genannte  Einstülpungen.  Die  röhren-  bzw.  lamellenförmigen  Cristae 
unterteilen  den  Intermembranraum  noch  einmal  physiologisch  in  unterschiedliche 
Kompartimente  (Frey  and  Mannella,  2000;Logan,  2007).  Weiterhin  dienen  diese 
Einstülpungen zur Vergrößerung der Oberfläche der inneren Membran, in der sich 
auch  die  Enzyme  der  mitochondrialen  Atmungskette  befinden.  Im  Gegensatz  zur 
äußeren Membran ist die innere Membran durch Cardiolipin undurchlässig für Ionen 
(Capaldi  et  al.,  1983).  Allerdings  besitzt  sie  eine  Vielzahl  von  speziellen 
Transportproteinen,  wodurch  ein  kontrollierter  Transport  bestimmter  Moleküle 
zwischen Matrixraum und Zytosol möglich ist. Die innere Membran umschließt die 
mitochondriale Matrix, eine hochkonzentrierte Mischung Hunderter Enzyme, wie z.B. 
Enzyme des Citratzyklus und für die Oxidation von Pyruvat und Fettsäuren. Weiterhin 
findet man in dieser Matrix auch das mitochondriale Genom, spezielle mitochondriale 
Ribosomen,  transferRNAs  und  vielfältige  Enzyme,  die  für  die  Expression  der 
mitochondrialen Gene notwendig sind. 
 
1.1.2 Funktion der Mitochondrien 
Mitochondrien nehmen wie bereits erwähnt eine Schlüsselstellung im Energiestoff-
wechsel des Organismus ein. Sie werden auch als „Kraftwerke der Zelle“ bezeichnet, 
da in ihnen der überwiegende Anteil des energiereichen Moleküls ATP produziert 
wird.  
In  der  mitochondrialen  Matrix  befinden  sich  die  Enzyme  der  ß-Oxidation  der 
Fettsäuren,  der  oxidativen  Decarboxylierung  und  des  Citratzyklusses.  Die  beiden 
erstgenannten Reaktionen wandeln Lipide bzw. Kohlenhydrate in Acetyl-Coenzym A 
um,  welches  anschließend  in  den  Citratzyklus  eingeschleust  wird.  Aus  dem 
Citratzyklus gehen die energiereichen Moleküle NADH+H
+ und FADH2 hervor, deren 
Elektronen  in  die  Atmungskette  eintreten  und  letztendlich  zur  Synthese  von  ATP 
beitragen. Daneben sind Mitochondrien an einer Vielzahl weiterer wichtiger zellulärer 
Funktionen beteiligt. Aufgrund der in den letzten Jahren gewonnenen Erkenntnisse Einleitung 
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werden  Mitochondrien  ebenfalls  als  genereller  Syntheseort  für  Eisen-Schwefel 
(Fe/S)-Cluster  betrachtet,  eine  für  die  Lebensfähigkeit  eukaryotischer  Zellen 
essentielle Funktion (Lill and Kispal, 2000). Mitochondrien puffern zudem die lokale 
Ca
2+-Konzentration  in  Axonen  und  Neuronen,  wodurch  sie  eine  entscheidende 
Funktion in der Aufrechterhaltung synaptischer Plastizität besitzen (Zucker, 1999). 
Neuere wissenschaftliche Untersuchungen fokussieren in zunehmendem Maße auf 
die Rolle der Mitochondrien in der apoptotischen Signaltransduktionskaskade (Papa 
and Skulachev, 1997;Siesjo et al., 1999;Bernardi, 1999;Logan, 2007). Aus bisherigen 
Untersuchungen ist bekannt, dass apoptogene Faktoren wie Cytochrom c und AIF 
(apoptosis  inducing  factor)  aus  den  Mitochondrien  in  einem  frühen  Stadium  der 
Apoptose freigesetzt werden (Green and Reed, 1998;Martinou et al., 2000). 
 
1.1.2.1 Die mitochondriale Atmungskette 
Der  mitochondriale  Elektronentransport  und  die  daran  gekoppelte  oxidative 
Phosphorylierung  sind  fundamentale  Prozesse  für  die  Lebensfähigkeit  höherer 
Lebewesen.  Die  oxidative  Phosphorylierung  findet  an  fünf  Multienzymkomplexen 
(Komplexe I bis V) in der inneren Mitochondrienmembran statt (vergleiche Tabelle 
1.1),  von  denen  die  ersten  vier  die  Elektronentransportkette  bilden,  während  der 















Tabelle 1.1: Die fünf Multienzymkomplexe der mitochondrialen Atmungskette 
 Einleitung 
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Das  Prinzip  der  oxidativen  Phosphorylierung  besteht  in  einem  schrittweisen 
Transport  von  Wasserstoff  und  Elektronenpaaren  der  energiereichen  Moleküle 
NADH+H
+ und FADH2, welche bei der Glykolyse, der Fettsäureoxidation und dem 
Citratzyklus  entstehen,  über  Multienzymkomplexe  der  Atmungskette  auf  den 
terminalen Akzeptor Sauerstoff. Hierdurch wird das Elektronentransportpotential des 
NADH+H
+ bzw. des FADH2 in das Phosphorylgruppenübertragunspotential des ATP 
umgewandelt.  
 
1.1.2.1.1 Die Elektronentransportkette 
Zu Beginn der Atmungskette überträgt das NADH+H
+ sein Elektronenpaar auf die 
NADH-Q-Reduktase. Komplex I ist der größte Multienzymkomplex der Atmungskette. 
Er  besteht  aus  42-43  verschiedenen  Polypeptidketten,  sowie  einem 
Flavinmononucleotid  und  verschiedenen  Fe/S-Clustern  als  funktionellen  Gruppen 
(Lenaz et al., 2006), welche die Elektronen auf das Coenzym Q transferieren. Die bei 
diesen Redoxvorgängen freiwerdende Energie wird zum Pumpen von vier Protonen 
(H
+) durch einen Kanal im Komplex I in den Intermembranraum genutzt. 
Über das Coenzym Q treten ebenfalls Elektronen vom FADH2 in die Atmungskette 
ein. FADH2 entsteht im Citratzyklus bei der Oxidation von Succinat zu Fumarat durch 
die Succinat-Dehydrogenase. Dieses Enzym ist gleichzeitig eine Komponente des 
Succinat-Q-Reduktase-Komplexes  (Komplex  II),  so  dass  das  bei  der  Oxidation 
gebildete FADH2 den Komplex nicht verlässt und seine Elektronen über Fe/S-Zentren 
ebenfalls auf das Coenzym Q übertragt (Cecchini, 2003). 
Das Coenzym Q kann in der lipophilen Membran gut diffundieren und transportiert 
die Elektronen zum Komplex III, der Ubiquinon-Cytochrom-C-Reduktase. 
Die durch Komplex I und II entstandene reduzierte Form des Ubiquinons gibt nun 
unter Katalyse des Komplexes III seine Elektronen auf das Cytochrom c, ein kleines 
Protein mit einer Hämgruppe, ab. Komplex III besteht aus 9-10 Polypeptidketten. Als 
prosthetische  Gruppen  lassen  sich  b562,  b566,  Häm  c1  und  [2Fe-2S]-Cluster 
nachweisen.  Komplex  III  fungiert  als  Dimer,  wobei  jedes  Monomer  drei  Häm-
Komponenten enthält, die jeweils an die Cytochrome gebunden sind, sowie ein Fe/S-
Protein (Hatefi, 1985). Fließt ein Elektronenpaar durch diesen Komplex werden netto 
zwei H
+ auf die Zytosolseite transportiert.  Einleitung 
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Die  Cytochrom-C-Oxidase  ist  der  letzte  der  drei  H
+-pumpenden  Komplexe  in  der 
Atmungskette. Komplex IV enthält zwei Hämgruppen und zwei Cu-Zentren, um die 
direkte Übertragung der Elektronen auf den molekularen Sauerstoff durchführen zu 
können.  Zur  vollständigen  Reduktion  des  Sauerstoffs  zu  Wasser  werden  vier 
Elektronen auf den Sauerstoff übertragen. Die freie Enthalpie aus der Reduktion des 
Sauerstoffs  wird  an  Komplex  IV  zum  Transport  von  zwei  H






Abbildung 1-1: Das Prinzip der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien. 
Elektronen werden in der Atmungskette stufenweise auf Sauerstoff übertragen und Protonen in den 
Intermembranraum transportiert. Die beim Rückfluss dieser Protonen freiwerdende Energie treibt die 
ATP-Synthese an.  Einleitung 
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Durch den Transport von H
+ von der Matrix- zu der Zytosolseite ergeben sich zwei 
wichtige Aspekte:  
 
1)  Durch den H
+-gekoppelten Elektronentransport entsteht ein Protonengradient 
über der inneren Mitochondrienmembran, wobei der daraus resultierende pH-
Wert um etwa 1,4 Einheiten niedriger liegt als in der Matrix.  
2)  Es  kommt  zur  Bildung  eines  Spannungsgradienten  über  der  inneren 
Mitochondrienmembran  (Membranpotential),  mit  einer  negativen  Innenseite 
und  einer  positiven  Außenseite.  Das  so  entstehende  Membranpotential 
beträgt in etwa -140 mV.  
 
Bei der mitochondrialen Elektronentransportkette werden ca. 1-4 % des Sauerstoffs 
nicht vollständig zu Wasser reduziert (Chance et al., 1979). Weiterhin kann es in der 
mitochondrialen Atmungskette zum ungewollten Austreten von Elektronen aus der 
Elektronentransportkette kommen, welche auf Sauerstoff übertragen werden und zur 
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) führen. Der Terminus der reaktiven 





-) und das Hydroperoxylradikal (
·HOO), als auch nicht-Radikale 
wie Wasserstoffperoxid (H2O2), singulärer Sauerstoff (
1O2) oder Hypochlorid (OCl
-). 
Vor allem zwei Atmungskettenkomplexe, die NADH-Ubiquinon-Reduktase (Turrens 
and  Boveris,  1980)  und  die  Ubiquinon-Cytochrom-C-Reduktase  (Cadenas  et  al., 
1977), sind maßgeblich an der Entstehung von ROS beteiligt. Als Hauptquelle von 
ROS sind Mitochondrien gleichzeitig hohen Konzentrationen an diesen ausgesetzt 
und reagieren überdies sehr empfindlich hierauf (vergleiche auch Kapitel 1.1.3). ROS 
können eine Vielzahl von Molekülen im Mitochondrium und in der Zelle schädigen, 
z.B.  die  mitochondriale  und  nukleäre  DNA,  mehrfach-ungesättigte  Fettsäuren  und 
Proteine (Tappel, 1973).  
 
Allerdings  besitzen  Mitochondrien  auch  eine  Reihe  von  antioxidativen 
Abwehrmechanismen  um  ROS  unschädlich  zu  machen.  Diese  können  in  nicht-
enzymatische  Antioxidantien  und  Enzyme  mit  antioxidativen  Aktivitäten  unterteilt Einleitung 
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werden.  Zu  den  erstgenannten  zählen  eine  Vielzahl  von  Substanzen,  wie  das 
Vitamin  E  (Vatassery  et  al.,  1984),  Thioredoxin,  Glutathion  und  das  reduzierte 
Coenzym  Q  (Aberg  et  al.,  1992).  Zu  den  antioxidativen  Enzymen  zählen  unter 
anderem  die  Mangan-Superoxiddismutase,  die  Glutathionperoxidase  (Oshino  and 
Chance,  1977) und  die  Katalase.  Übersteigt  die Konzentration freier  Radikale  die 
antioxidative Kapazität der Zelle, kommt es zu oxidativem Stress und zur Schädigung 
unterschiedlicher  Zellbestandteile,  was  letztlich  zum  programmierten  Zelltod,  der 
Apoptose führen kann. 
 
1.1.2.1.2 Die Synthese von ATP 
Die Synthese des ATP und seine Freisetzung in die mitochondriale Matrix werden 
von der F1FO-ATPase katalysiert (vergleiche Abbildung 1.2). Es handelt sich um ein 
Enzym  mit  einem  komplizierten  Rotationsmechanismus,  der  zu  Beginn  der  70er 
Jahre entdeckt wurde (Boyer et al., 1973;Boyer, 1989). Die mitochondriale F1FO-ATP 
Synthase kann funktionell in zwei unterschiedliche Domänen unterteilt werden: die 
F1- und die FO-Untereinheit. 
 
 
Abbildung 1-2: ATP-Synthase (Komplex V der Atmungskette) (Dimroth et al., 2006) 
 Einleitung 
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Die F1-Untereinheit ist ein hydrophiles, peripheres Membranprotein bestehend aus 5 
Untereinheitstypen,  die  im  Wechsel  an  drei  aktiven  Zentren  die  ATP-Synthese 
katalysieren. Sie ragt in die Matrix und birgt die katalytische Aktivität für die ATP-
Synthese und -Hydrolyse.  
 
Die  FO-Untereinheit  ist  ein  hydrophobes  Transmembranprotein,  welches  in  der 
inneren Membran lokalisiert ist. Durch die Bildung eines Protonenkanals ermöglicht 
diese Untereinheit einen Protonenausgleich, indem H
+ vom Intermembranraum in die 
Matrix  fließen  (Boyer,  1993;Pedersen  et  al.,  1996;Engelbrecht  and  Junge, 
1997;Boyer,  1997).  Dieser  Kanal  besteht  aus  10-14  identischen  Transmembran-
untereinheiten  und  ist  über  eine  Gruppe  von  Transmembranproteinen,  dem  so 
genannten Stator, mit der F1-Untereinheit verbunden. Der Stator ist weiterhin mit dem 
Rotor verbunden, der aus 10-14 identischen Transmembranuntereinheiten besteht. 
 
Nach der Kopplungshypothese ist die Hydrolyse bzw. Synthese von ATP durch die 
Rotation  einer  Achse,  dem  Proteolipidzylinder,  relativ  zum  Stator  mit  dem 
Protonentransport  gekoppelt  (Weber  and  Senior,  2003).  Passieren  H
+  den  Kanal, 
veranlasst ihre Bewegung eine Drehung des Rotors, welche ebenfalls zur Drehung 
des Stils führt. Der Stil befindet sich innerhalb des enzymatischen Teils (Kopf) der 
ATP-Synthase.  Indem  die  „Stielproteine“  gegen  einen  stationären  Ring  von 
Kopfproteinen reiben wird die Energie des Protonenflusses in mechanische Energie 
umgewandelt. Weiterhin wird die entstehende mechanische Energie  zur Synthese 
von ATP in chemische Energie umgewandelt. 
Der  ständige  Wechsel  zwischen  drei  unterschiedlichen  Konformationen  der  F1FO-
ATPase  bringt  die  Reaktionspartner  Adenosindiphosphat  (ADP)  und  organisches 
Phosphat  (Pi)  in  eine  günstige  Lage  zueinander,  so  dass  sie  am  enzymatischen 
Kopfteil binden (Konformation 1), miteinander reagieren (Konformation 2) und wieder 
abdiffundieren  (Konformation  3).  Hierbei  setzt  der  Protonenfluss  durch  die  ATP-
Synthase das fest gebundene ATP frei. 
 Einleitung 
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1.1.2.1.3 Stadien der mitochondrialen Atmung und Atmungskontrolle 
Der  Elektronentransport  ist  unter  physiologischen  Bedingungen  mit  der 
Phosphorylierung  eng  verknüpft.  Normalerweise  fließen  Elektronen  nur  durch  die 
Elektronentransportkette zum Sauerstoff, wenn gleichzeitig ADP und Pi angeboten 
und zu ATP umgewandelt werden. Ein Sauerstoffverbrauch ohne gleichzeitige ATP-
Bildung ist nicht möglich. Die Atmungskette kann weiterhin durch eine Vielzahl von 
Faktoren  reguliert  werden.  Auf  der  Basis  dieser  Erkenntnis  haben  Chance  und 
Williams 1956 für isolierte Mitochondrien fünf Zustände definiert (vergleiche Tabelle 
1.2),  bei  denen  die  Atmungsgeschwindigkeiten  durch  jeweils  unterschiedliche 
Faktoren  kontrolliert  werden  (Chance  and  WILLIAMS,  1956).  Ihr  Prinzip  der 
Einteilung der mitochondrialen Atmungsaktivität wird noch heute zur Berechnung des 
Sauerstoffverbrauchs,  des  ADP/O-Quotienten  und  des  Atmungskontrollindexes 
verwendet.  Hierbei  gibt  der  ADP/O-Quotient  an,  wie  viele  Moleküle  ADP  in  ATP 
umgewandelt werden, wenn ein Sauerstoffatom zu Wasser reduziert wird. 
 
  Im Überschuss vorhanden  Limitierende Faktoren für die Atmung 
State 1  Sauerstoff  ADP, Substrat 
State 2  Sauerstoff, ADP  Substrat 
State 3  Sauerstoff, ADP, Substrat  Katalytische Kapazität der Atmungskettenenzyme 
State 4  Sauerstoff, Substrat  ADP 
State 5  ADP, Substrat  Sauerstoff 
entkoppelt 
a  Sauerstoff, Substrat  Maximalgeschwindigkeit des 
Elektronentransportes 
 
Tabelle 1.2: Definition der Funktionszustände von isolierten Mitochondrien nach Chance und Williams 
(1956) 
a In diesem Zustand hat ADP keinen Einfluss auf die Atmungsgeschwindigkeit. 
 Einleitung 
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Nach Zugabe von Sauerstoff befinden sich die Mitochondrien zunächst in der State 
1-Atmung.  In  diesem  Zustand  ist  der  Sauerstoffverbrauch  sehr  niedrig  und  nur 
endogene  Substrate  können  veratmet  werden.  Stehen  dem  Mitochondrium  neben 
Sauerstoff auch Pi und ADP, als Phosphatakzeptor zur Verfügung, spricht man von 
der  State  2-Atmung,  gekennzeichnet  durch  einen  leichten  Anstieg  des 
Sauerstoffverbrauchs.  Sind  Atmungskettensubstrate  wie  z.B.  Malat-Glutamat 
(Komplex  I)  oder  Succinat  (Komplex  II)  ebenfalls  verfügbar,  befinden  sich  die 
Mitochondrien in der aktiven Phase, die unter Anwesenheit aller benötigter Substrate 
abläuft und als State 3-Atmung bzw. unkontrollierte Atmung bezeichnet wird. Nach 
vollständiger  Phosphorylierung  des  zugesetzten  ADP  zu  ATP  beginnt  die  so 
genannte  State  4-Atmung.  Sie  wird  auch  als  kontrollierte  Phase  bezeichnet, 
gekennzeichnet  durch  einen  deutlich  reduzierten  Sauerstoffverbrauch.  Kommt  es 
infolge von Sauerstoffmangel zu einer geringeren Atmung, spricht man von der State 
5-Atmung. Nach Entkopplung der Atmungskette von der Phosphorylierung kommt es 
zu  einem  stark  gesteigerten  Elektronentransport,  wobei  H
+  an  der  ATP-Synthase 
vorbei  in  den  Matrixraum  zurückfließen  können.  Hierbei  wird  die  gespeicherte 
Enthalpie des Protonengradienten in Form von Wärme frei, gekennzeichnet durch 
einen hohen Sauerstoffverbrauch.  
 
Die  wichtigsten  limitierenden  Faktoren  für  den  Ablauf  der  oxidativen 
Phosphorylierung  bleiben  jedoch  das  Vorhandensein  von  ADP  und  die 
Ausschleusung von ATP durch die ADP/ATP-Translokase (Jacobus et al., 1982). Ein 
Überschuss an ATP bzw. ein Mangel an ADP hemmen die ATP-Synthese und damit 
den Protonenrückfluss durch die F1FO-ATP-Synthase. Infolgedessen kommt es zum 
Erliegen des Elektronenflusses durch die Atmungskette zum Sauerstoff, wodurch die 
oxidierten Formen der Co-Enzyme NADH
+ und FAD
+ nicht mehr regeneriert werden, 
und  es  folglich  zu  einem  Substratmangel  im  Citratzyklus  kommt.  Umgekehrt 
resultieren  aus  hohen  ADP-Spiegeln  gesteigerte  Raten  der  oxidativen 
Phosphorylierung und der vorausgehenden Reaktionen. Durch diese enge Kopplung 
wird gewährleistet, dass sich z.B. auch nicht benötigte Endprodukte anhäufen. Diese 
Tatsache  wird  als  Atmungskontrolle  bezeichnet.  Experimentell  bestimmt  man  den Einleitung 
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Atmungskontrollindex RCR (respiratory control ratio) durch Bildung des Quotienten 
aus  den  Raten  der  State  3-  und  State  4-Atmung  (Chance  and  WILLIAMS, 
1956;Jacobus et al., 1982). 
 
1.1.3 Mitochondriales Genom 
Im  Gegensatz  zu  anderen  Organellen,  wie  z.B.  den  Ribosomen  und  des  Golgi-
Apparates, sind Mitochondrien die einzigen Organellen abgesehen vom Zellkern, die 
eine  eigene  DNA  (mtDNA)  und  eine  eigene  biosynthetische  Maschinerie  zur 
Herstellung  von  RNA  und  Proteinen  enthalten.  Hierbei  sind  Mitochondrien 
semiautonom,  d.h.  das  mitochondriale  Genom  kodiert  nur  für  einen  Teil  der 
benötigten  Proteine.  Die  meisten  Proteine  sind  kerncodiert  und  werden  aus  dem 
Zytoplasma importiert, wie z.B. die für die Transkription benötigten Polymerasen. Die 
Anzahl  der  vom  mitochondrialen  Genom  kodierten  Gene  variiert  von  Spezies  zu 
Spezies. In einer Zelle findet man Hunderte bis Tausende von Mitochondrien, wobei 
jedes Mitochondrium circa 5 Kopien einer zirkulären mtDNA enthält. 
 
Anderson et al. (1981) konnten als erste die 16.569 Basenpaare (bp) umfassende 
Sequenz des humanen Mitochondriums entschlüsseln (Anderson et al., 1981). Das 
mitochondriale Genom ist ein zirkuläres, doppelsträngiges und superhelikales DNS-
Molekül und enthält insgesamt 37 Gene, die für 13 Proteine kodieren. Von diesen 
Genen werden 24 zur Translation der mtDNA (2 ribosomale RNAs und 22 transfer 
RNAs)  benötigt.  Die  übrigen  13  Gene  kodieren  für  Untereinheiten  der 
mitochondrialen  Atmungskette  und  zwar  sieben  Untereinheiten  des  Komplexes  I, 
eine Untereinheit des Komplexes III, drei Untereinheiten des Komplexes IV und zwei 
Untereinheiten  des  Komplexes  V  (Brandon  et  al.,  2005).  Sowohl  die  fehlenden 
Untereinheiten  der  Atmungsketten-Komplexe  als  auch  weitere  wichtige  Proteine 
werden von nukleären Genen kodiert. 
 
Im  Vererbungsmodus  des  mitochondrialen  Genoms  zeigen  sich  deutliche 
Unterschiede zum nukleären Genom. Das mitochondriale Genom wird nur maternal 
vererbt und besitzt im Gegensatz zum nukleären Genom keine Allele im engeren Einleitung 
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Sinne.  Während  der  Befruchtung  werden  nur  maternale  Mitochondrien  aus  der 
Eizelle, jedoch keine paternalen aus den Spermien weitergegeben und innerhalb der 
Zelle  zufällig  verteilt,  wo  sie  sich  durch  eigenständige  Teilungsmechanismen 
vermehren  (Brandon  et  al.,  2005).  Werden  mutierte  mtDNA-Moleküle  bei  der 
Befruchtung  weitergegeben,  so  liegt  bereits  in  der  befruchteten  Eizelle  eine 
Mischpopulation  (Heteroplasmie)  von  normaler  und  mutierter  mtDNA  vor.  Bei 
weiteren Zellteilungen erfolgt dann die zufällige Verteilung der mutierten mtDNA, so 
dass  es  in  manchen  Geweben  sowohl  zu  einer  Vermehrung  als  auch  zu  einer 
Abnahme  der  mutierten  mtDNA  kommen  kann.  Der  kompakte  Aufbau,  das 
ineffiziente  DNA-Reparatursystem,  die  häufigen  Replikationszyklen  und  der  hohe 
Fluss von Sauerstoffradikalen entlang der benachbarten Atmungskette machen das 
mitochondriale Genom besonders anfällig für Mutationen, deren Entstehungsrate 10-
20 mal höher ist als im Kerngenom (Wallace et al., 1987;Merriwether et al., 1991). 
Aufgrund  der  Sauerstoffradikale  sind  vor  allem  Gewebe,  die  sehr  stark  vom 
oxidativen  Metabolismus  abhängig  sind,  wie  z.B.  das  Gehirn,  das  Herz  oder  die 
Skelettmuskulatur  besonders  häufig  betroffen  und  somit  für  mitochondriale 
Erkrankungen anfällig. Der im Laufe des Lebens zunehmende Prozentsatz mutierter 
Mitochondrien  gilt  heute  als  eine  der  möglichen  Ursachen  für  degenerative 
Krankheiten, Krebs und Altern. 
 
1.2 Morbus Alzheimer 
Im Jahr 1906 beschrieb der Psychiater Alois Alzheimer (1864-1915) zum ersten Mal 
eine Erkrankung des Gehirns, nachdem er bei einer seiner Patientinnen, Auguste D., 
einen progredienten Gedächtnisverlust, gestörte kognitive Funktionen, verändertes 
Verhalten  wie  z.B.  Paranoia  und  Wahnvorstellungen  und  eine  gestörte 
Sprachfunktion feststellte (Alzheimer, 1907). Nach ihrem Tod konnte er durch die 
Autopsie ihres Gehirns eine massive Atrophie der Hirnrinde feststellen, sowie zwei 
histopathologische  Auffälligkeiten:  senile  Plaques  und  Neurofibrillen  (vergleiche 
Abbildung 1.3). Darüber hinaus findet man synaptische Dysfunktion und massiven 
Neuronenverlust im Hippokampus und im gesamten Kortex (Selkoe, 2002). Dieses Einleitung 
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Krankheitsbild  wird  seit  1910,  geprägt  durch  Kraepelin,  als  Morbus  Alzheimer 
bezeichnet (Kraepelin, 1910). 
 
Die Alzheimer Demenz (AD) ist die häufigste degenerative Erkrankung des zentralen 
Nervensystems, die häufigste Ursache von Demenz und nach Herzinfarkt, Krebs und 
Schlaganfall die vierthäufigste Todesursache in Ländern mit hoher Lebenserwartung. 
In  Deutschland  leben  zurzeit  ca.  1,2  Millionen  Menschen,  die  an  einer  Demenz 
leiden. Rund 700.000 davon sind an der AD erkrankt, gekennzeichnet durch einen 
starken  Gedächtnisverlust  und  Verlust  der  kognitiven  Fähigkeiten  (Bickel  et  al., 
2000;Bickel,  2001).  Die  derzeitige  demographische  Entwicklung  mit  einer 
Verschiebung  der  Alterspyramide  zugunsten  der  Älteren  wird  in  den  kommenden 
Jahrzehnten  zu  einer  dramatischen  Zunahme  der  Häufigkeit  dieser  Erkrankung 
führen.  Da  es  bisher  keine  kausale  AD-Therapie  gibt,  könnte  durch  die 
demographische Entwicklung die Zahl der an AD-Erkrankten bis 2030 weltweit auf 
etwa 60 Millionen ansteigen (Fillit et al., 2002). Die AD führt zu langwierigem Leiden 
der  Patienten,  zu  erheblichen  Belastungen  der  betreuenden  Angehörigen  und  zu 
hohen  Versorgungskosten.  Aufgrund  dessen  ist  die  Demenzproblematik  ein 
zentrales Problem des heutigen Gesundheitssystems. 
 
A                B 
              
                
 
Abbildung 1-3: Dokumentation der neurofibrillären Pathologie nach Alois Alzheimer 
A: Fotografie der „ersten“ Alzheimer Patientin, Auguste D. B: Neurofibrilläre Bündel, gezeichnet von 
Alois Alzheimer nach lichtmikroskopischer Untersuchung  
 Einleitung 
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Der  Morbus  Alzheimer  stellt  eine  ätiologisch  heterogene  Gruppe  von  klinisch  und 
neuropathologisch  sehr  ähnlichen  Krankheitsbildern  dar.  So  werden  familiäre 
Formen  von  der  Gruppe  der  sporadischen  Erkrankungen  unterschieden.  Bei  der 
sporadischen Form, bei der das Alter der wichtigste Risikofaktor ist, treten die ersten 
klinischen Symptome meist erst nach Erreichen des 65. Lebensjahres auf. Dagegen 
manifestiert sich die Symptomatik der seltener auftretenden familiären Form, bei der 
spezifische  Genmutationen  identifiziert  wurden  (vergleiche  Kapitel  2.2.3.2),  schon 
häufig vor dem 50., in Einzelfällen sogar schon vor dem 30. Lebensjahr (Haass et al., 
1993;Selkoe, 1993). Insgesamt weniger als 5 % der gesamten Erkrankungen sind 
auf die familiäre AD zurückzuführen.  
 
1.2.1 Histopathologische Veränderungen im Alzheimer-
Gehirn 
Zu  den  wichtigsten  histopathologischen  Veränderungen  bei  der  AD  gehören  die 
bereits 1907 von Alois Alzheimer beschriebenen Amyloid-Plaques, bestehend aus 
Aß-Peptiden,  sowie  neurofibrilläre  Bündel,  bestehend  aus  hyperphosphoryliertem 
Tau-Protein.  Beide  Veränderungen  sind  krankheitstypisch,  jedoch  nicht  spezifisch. 
Sie  sind  auch  bei  einer  Reihe  anderer  mit  kognitiven  Störungen  einhergehenden 
Erkrankungen  nachweisbar.  Ihr  Vorkommen  bei  der  AD  ist  jedoch  besonders 




Obwohl  der  direkte  Zusammenhang  zwischen  Amyloid-Plaques  (vergleiche 
Abbildung  1.4),  der  Entstehung  der  Alzheimer  Pathologie  und  der  neuronalen 
Degeneration bisher nicht vollständig geklärt werden konnte, wird der Bildung der 
Amyloid-Ablagerungen  eine  Schlüsselrolle  bei  der  Entstehung  der  Krankheit 
zugesprochen (Selkoe, 1998;Selkoe, 2004;Citron, 2004;Hardy, 2006). 
 Einleitung 
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Abbildung 1-4: extrazellulärer Plaque, zum Großteil bestehend aus Aß (Methamin Färbung (Bogdanovic, 
2000)) 
 
Aß  wurde  zuerst  als  Bestandteil  der  Amyloid-Ablagerungen  in  meningealen 
Blutgefäßen  und  kurze  Zeit  später  als  Hauptbestandteil  der  senilen  neuritischen 
Plaques identifiziert (Glenner and Wong, 1984a;Masters et al., 1985). Klonierung des 
zugehörigen Gens, welches auf Chromosom 21 lokalisiert ist, ergab, dass Aß ein 
Peptidfragment des Amyloid-Vorläuferproteins (APP - Amyloid Precursor Protein) ist 
(Tanzi et al., 1987;Kang et al., 1987a). 
 
APP ist Mitglied einer in der Evolution konservierten Proteinfamilie von integralen 
Membranproteinen,  zu  der  auch  die  APP-ähnlichen  Proteine  APLP1  und  APLP2 
gehören,  die  jedoch  keine  Aß-Region  besitzen  (Wasco  et  al.,  1992;Slunt  et  al., 
1994).  APP  ist  ein  Typ  I  Transmembranprotein.  Es  besteht  aus  einer  großen 
extrazellulären  N-terminalen,  einer  transmembranen  sowie  einer  kurzen 
zytoplasmatischen Domäne. Das Protein wird ubiquitär exprimiert und ist zwischen 
Spezies  hoch  konserviert  (De  Strooper  and  Annaert,  2000).  Durch  alternatives 
Spleißen  der  APP-mRNA,  welche  aus  19  zusammengesetzten  Exons  besteht, 
entstehen  8  verschiedene  Isoformen  (Wilson  et  al.,  1999).  Im  Gehirn  kommen 
überwiegend drei Isoformen vor: Isoform 695, Isoform 751 und Isoform 770. APP695 
wird  hauptsächlich  von  Neuronen,  APP751  und  APP770  hingegen  von  Glia-  und 
anderen nichtneuronalen Zellen exprimiert (Small et al., 1996;Wilson et al., 1999). 
Weiterhin  werden  die  Proteine  durch  posttranslationale  Modifikationen,  wie  z.B. 
durch Glykosylierung, Sulfatierung und Phosphorylierung weiter modifiziert. Einleitung 
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1.2.1.1.1 Bildung von Aß aus dem Amyloid-Vorläuferprotein 
APP  wird  durch  drei  Proteasen  prozessiert,  die  wegen  ihrer  Funktion  im 
sekretorischen  Zellkompartiment  auch  als  Sekretasen  bezeichnet  werden  (Haass 
and  Steiner,  2002).  In  einem  Zusammenspiel  dieser  drei  Enzyme  wird  APP  in 
unterschiedliche  Fragmente  gespalten,  woraus  unter  anderem  das  Aß-Peptid 
resultiert (vergleiche Abbildung 1.5) (Selkoe, 2001b;Pietrzik and Behl, 2005). Die ß- 
und γ-Sekretase führen zur Bildung des krankheitsauslösenden Aß, wohingegen die 
α-Sekretase die Bildung des toxischen Aß verhindert (Sinha and Lieberburg, 1999). 
 
Der größte Anteil von APP wird zunächst durch die α-Sekretase in der Nähe der 
Zelloberfläche  prozessiert  (Esch  et  al.,  1990;Kamenetz  et  al.,  2003).  Mehrere 
Mitglieder der ADAM-Familie („a disintegrin and metalloproteinase“) (Schlondorff and 
Blobel, 1999), integrale Typ-1 Membranproteine, sind als Proteasen mit α-Sekretase-
Aktivität identifiziert worden. Unter anderem wurde für ADAM 9 (Koike et al., 1999), 
ADAM 10 (Lammich et al., 1999) und ADAM 17 (Buxbaum et al., 1998) α-Sekretase-
Aktivität nachgewiesen. Des Weiteren konnte ebenfalls für BACE 2 (ßAPP cleaving 
enzyme  2,  Memapsin  1)  α-Sekretase-ähnliche  Aktivität  nachgewiesen  werden, 
wodurch dieses Enzym die Aß-Entstehung verhindern kann (Yan et al., 2001). Eine 
besondere Rolle kommt hierbei ADAM 10 zu. In APP-transgenen Mäusen kam es 
durch  die  Expression  von  mutierter  ADAM  10  zu  einer  Vermehrung  und 
Vergrößerung der Amyloid-Plaques (Postina et al., 2004).  
 Einleitung 
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Abbildung 1-5 Prozessierung von APP.  
APP wird entweder durch die α- oder die β-Sekretase prozessiert, welche an verschiedenen Stellen in 
der  extrazellulären  Domäne  des  APP  spalten.  Das  Schneiden  der  α-Sekretase  (TACE,  ADAM10) 
resultiert  in  C83,  welches  die  β-Amyloid  (Aβ)-Generierung  ausschließt.  Nach  der  γ-Sekretase-
Prozessierung von C83 wird ein kleines Peptidfragment p3 generiert. Das sequentielle Schneiden von 
β-Sekretase (BACE1) und γ-Sekretase führen zu der Produktion von vollständigem Aβ. AICD (APP 
intracellular domain) entsteht im amyloidogenen und nicht-amyloidogenen Weg. 
 
Durch den α-Sekretase-Schnitt kommt es zunächst zur Freisetzung eines löslichen 
APP-Bruchstücks  (solubleAPPα,  sAPPα),  wobei  das  C-terminale  ßAPP-Fragment 
(C83,  CTFα)  in  der Membran  verbleibt.  Der  in  der  Membran  verbleibende 83  AS 
lange C-terminale Rest wird anschließend durch die γ-Sekretase gespalten, wobei 
eine intrazelluläre Domäne (AICD, βAPP-intracellular domain) (Sastre et al., 2001) 
und ein lösliches 3 kDa großes Peptid (p3) freigesetzt werden (Haass et al., 1993). 
Während sAPPα neurotrophische und neuroprotektive Eigenschaften aufweist (Small 
et al., 1994;Furukawa et al., 1996) wird für das intrazelluläre Fragment AICD eine 
nukleäre  Signalfunktion  vorgeschlagen  (Cao  and  Sudhof,  2001).  Der  so  eben 
beschriebene Prozessierungsweg schließt die Produktion des amyloidogenen Aβ aus Einleitung 
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und  führt  letztlich  zur  Generierung  des  p3-Fragmentes  (Aβ17-40  bzw.  Aβ17-42) 
(Buxbaum et al., 1998;Lammich et al., 1999;Postina et al., 2004). 
 
Werden APP-Moleküle nicht durch die α-Sekretase geschnitten, unterlaufen sie eine 
Prozessierung durch die ß- und γ-Sekretase. Das Schneiden von APP durch die Typ-
1  membrangebundene  Aspartyl-Protease  BACE-1  (β-site  APP-cleaving  enzyme) 
resultiert in der Bildung einer löslichen Form von APP (solubleAPPβ, sAPPβ), welches 
in  den  Extrazellulärraum  abgegeben  wird,  sowie  einem  membrangebundenen  C-
terminalen Fragment (CTF oder C99) (Vassar et al., 1999;Hussain et al., 1999;Sinha 
and  Lieberburg,  1999).  Durch  nachfolgende,  intramembranäre  Prozessierung  des 
C99-Fragmentes  durch  die  γ-Sekretase,  welche  biochemisch  aufgrund  ihrer 
Empfindlichkeit  gegen  Aspartylproteaseinhibitoren  als  Aspartylprotease 
charakterisiert wurde (Wolfe et al., 1999), wird Aß1-40 bzw. Aß1-42 extrazellulär und 
AICD intrazellulär freigesetzt (Haass and Steiner, 2002;Kimberly and Wolfe, 2003).  
 
Der  γ-Sekretase-Komplex  setzt  sich  aus  4  Proteinen  zusammen:  Präsenilin, 
Nicastrin, APH-1 und PEN 2 (De Strooper, 2003). Die Präseniline scheinen hierbei 
die  aktive  Pore  des  Proteasekomplexes  zu  sein.  Man  kennt  zwei  Homologe  der 
Präseniline:  PS1  und  PS2.  Die  starke  Verbindung  der  Präseniline  mit  der  γ-
Sekretaseaktivität wurde durch die Ausschaltung des PS1-Gens (PS1-Knockout) in 
der Maus unterstrichen (De Strooper et al., 1998), wodurch in diesen Mäusen die Aß-
Produktion stark reduziert war. Der zusätzliche Knockout von PS2 erlaubte keinerlei 
Aß-Produktion mehr (Herreman et al., 2000). 
 
Bei  Aß  handelt  es  sich  um  ein  hydrophobes  Peptid,  das  in  der  Lage  ist  zu 
aggregieren  und  Oligomere  zu  bilden.  Nach  Vergrößerung  der  Oligomere  lagern 
diese  sich  zu  Fasern  zusammen  und  bilden  letztendlich  die  für  die  AD 
charakteristischen Aß-Plaques. Es konnte zudem gezeigt werden, dass Aß1-40 und 
Aß1-42 in unterschiedlichen zellulären Kompartimenten gebildet werden (Hartmann et 
al., 1997). Während Aß1-40 eher im späten sekretorischen und endozytotischen Weg 
erzeugt und anschließend ins Medium sekretiert wird, wird Aß1-42 hauptsächlich im 
frühen  sekretorischen  Weg  (Endoplasmatisches  Retikulum  und  Intermediär-Einleitung 
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kompartiment) gebildet (Hartmann et al., 1997;Greenfield et al., 1999). Zum größten 
Teil wird Aß1-40 gebildet, Aß1-42 macht nur 5-10 % des gebildeten Aß aus. Weiterhin 
gibt es Hinweise, dass Aß1-42 nicht nur sekretiert wird, sondern bereits intrazellulär 
oligomerisiert (Walsh et al., 2000). Dies konnte bereits in humanen Gehirnen bzw. 
transgenen Mäusen beobachtet werden (Takahashi et al., 2002;Oddo et al., 2003a) 
und  wird  im  Moment  mit  einem  frühen  Ereignis  der  AD,  der  synaptischen 
Dysfunktion, in Verbindung gebracht (Selkoe, 2002). Von großer Bedeutung hierfür 
sind ebenfalls die Ergebnisse von McLean et al. und Lue et al. (1999). Sie konnten 
zeigen, dass der Schweregrad der synaptischen und kognitiven Dysfunktion besser 
mit  den  löslichen  als  mit  den  unlöslichen  Aß-Spiegeln  korreliert  (Lue  et  al., 
1999;McLean et al., 1999).  
 
1.2.1.1.2 Physiologische Funktion von APP/Aß 
Die genauen Funktionen von APP bzw. von Aß sind nicht endgültig geklärt, auch 
wenn  zahlreiche  mögliche  Aktivitäten  postuliert  wurden  (Reinhard  et  al.,  2005). 
Generell scheint APP in Prozesse der Zell-Zell-Interaktion (Wang and Ha, 2004), der 
Zelladhäsion  (Soba  et  al.,  2005)  und  dem  Zellwachstum,  insbesondere  dem 
Neuritenwachstum (Jin et al., 1994;Mattson, 1997) involviert zu sein. Des Weiteren 
ist APP über eine Interaktion mit Kinesin I am axonalen Transport beteiligt (Kamal et 
al., 2000). Es gibt ebenfalls Hinweise auf eine Rolle von APP in der extrazellulären 
Signaltransduktionskaskade, da es einen Komplex mit einem GTP-bindenden Protein 
G0 bildet (Nishimoto et al., 1993).  
Ein  wichtiger  Ansatzpunkt  zur  Aufklärung  der  physiologischen  Funktion  von  APP 
lieferte die Identifizierung von Interaktionspartnern. APP kann an eine Vielzahl von 
Proteine binden, allerdings sind nicht alle dieser Interaktionen gleichermaßen für die 
Aufklärung der Funktion von APP hilfreich. So konnte die Interaktion von APP mit 
den Proteinen Calreticulin (Johnson et al., 2001) und Clathrin (Nordstedt et al., 1993) 
festgestellt werden. Es ist zwar bekannt, dass die beiden genannten Proteine in der 
Proteinentwicklung  bzw.  Endozytose  eine  Rolle  spielen,  allerdings  nicht  deren 
genaue  Funktion.  Diesbezüglich  kann  man  ebenfalls  nicht  auf  eine  spezifische 
Funktion  von  APP  aufgrund  der  Interaktion  schließen.  Studien  mit  Tiermodellen, Einleitung 
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welche  ein  APP-Defizit  oder  ein  Defizit  eines  APP-Homologen  besitzen,  führten 
bisher  ebenfalls  zu  keiner  exakten  Aufklärung  in  welchem  Ausmaß  die  oben 
erwähnten Funktionen von APP im Kontext des gesamten Organismus eine Rolle 
spielen.  So  zeigten  mutierte  Mäuse  mit  einer  Deletion  des  APP-Gens  keine 
Verkürzung  des  Lebensalters  (Zheng  et  al.,  1995).  Dagegen  starben  Mäuse  mit 
einem  dreifachen  Knockout  der  Gene  für  APP,  APLP1  und  APLP2  vorzeitig  und 
bildeten  charakteristische  Merkmale  einer  seltenen  humanen  neurologischen 
Erkrankung, der so genannten Cobblestone-Lissenzephalie (Typ II), aus (Herms et 
al., 2004). Die molekularen Mechanismen die zu diesem Phänotyp führen, müssen 
zwar  noch  vollständig  geklärt  werden,  allerdings  weist  dieses  Ergebnis  auf  die 
wichtige Rolle der APP-Familie in neuronaler Zelladhäsion und Migration hin.  
Der  Hauptfokus  in  der  Aufklärung  der  Funktion  liegt  allerdings  bei  dem 
Proteolyseprodukt  des  APP  dem  Aß.  Zumeist  wird  es  nur  als  toxisches 
Nebenprodukt der APP-Prozessierung betrachtet. Allerdings findet man Aß auch in 
der Zerebrospinalflüssigkeit und im Blutplasma von gesunden Personen (Seubert et 
al., 1992). Im Moment wird als Funktion für Aß unter anderem eine regulatorische 
Funktion  bei  Ionenkanälen  vorgeschlagen  (Ramsden  et  al.,  2001;Ramsden  et  al., 
2002). Weiterhin wird für Aß eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der neuronalen 
Funktionalität  diskutiert  (Plant  et  al.,  2003).  Interessant  hierbei  sind  vor  allem  die 
Resultate  von  Kamenetz  et  al.  (2003).  Sie  konnten  beobachten,  dass  Aß  von 
Neuronen  als  Antwort  auf  synaptische  Aktivität  sekretiert  wurde  und  sich  im 
Gegenzug  die  synaptische  Aktivität  verminderte  (Kamenetz  et  al.,  2003).  Dieser 
beobachtete negative Rückkopplungsmechanismus führte zu der Hypothese, dass 
Aß  möglicherweise  als  physiologisches  Signal  zur  Regulation  der  neuronalen 
Aktivität  fungiert.  Die  Hypothese,  dass  Aß  eine  wichtige  physiologische  Funktion 
besitzt, bleibt dennoch sehr spekulativ.  
1.2.1.2 Neurofibrilläre Bündel 
Neben den Aß-Plaques ist ein typisches Merkmal der AD die verstärkte Bildung von 
Fibrillenbündeln  in  den  Neuronen  (vergleiche  Abbildung  1.6).  Sie  ist  Folge  einer Einleitung 
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Destabilisierung  der  neuronalen  Mikrotubuli,  welche  im  physiologischen  Zustand 
durch verschiedene Tau-Proteine verhindert wird. Erstmals wurde das Tau-Protein 
1975 von Weingarten und Mitarbeitern als hitzestabiles Protein beschrieben, welches 
zusammen mit Tubulin durch mehrere Polymerisationsschritte aufgereinigt  werden 
konnte und maßgeblich an der Formierung von Mikrotubuli beteiligt war (Weingarten 




Abbildung  1-6:  Intrazelluläre  neurofibrilläre  Bündel,  bestehend  aus  hyperphosphoryliertem  Tau 
(Bogdanovic, 2000) 
 
1.2.1.2.1 Tau und seine Funktion 
Das  Tau-Protein  gehört  zu  den  Mikrotubuli-assoziierten  Proteinen  (MAPs),  die 
vorwiegend  in  Nervenzellen,  aber  auch  in  geringerem  Maße  in  Astrozyten  und 
Oligodendrozyten vorliegen (Migheli et al., 1988). Das Tau-Protein in Neuronen ist 
hauptsächlich  im  Axon  lokalisiert  (Binder  et  al.,  1985).  Im  humanen  zentralen 
Nervensystem  existieren  6  Isoformen  des  Tau-Proteins,  die  durch  alternatives 
Spleißen der Exone 2, 3 und 10 der mRNA generiert werden. Die Expression der 
spezifischen  Tau-Isoformen  wird  hierbei  entwicklungsspezifisch  reguliert  und  ist 
zudem abhängig von der topographischen Lage der Nervenzellen im ZNS (Brandt, 
1996). Während fetal nur die kürzeste Isoform exprimiert wird, findet man im adulten 
Gehirn alle 6 Isoformen (Goedert et al., 1989).  
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Eine der wichtigsten Funktionen des Tau-Proteins ist die Stabilisierung der axonalen 
Mikrotubuli (Drubin and Kirschner, 1986). Außerdem spielt es eine wichtige Rolle bei 
der  Signaltransduktion  (Jenkins  and  Johnson,  1998)  und  beim  Neuritenwachstum 
(Biernat  and  Mandelkow,  1999).  So  konnten  unter  anderem  verschiedene 
Interaktionspartner  von  Tau  identifiziert  werden,  wie  z.B.  die  Glykogen  Synthase 
Kinase  3β  (GSK3ß),  die  Cdc2-ähnliche  Protein  Kinase,  die  src-Nicht-Rezeptor-
Tyrosin-Kinase  Fyn  oder  die  Phosphatase  PP2A  (Lee  et  al.,  1988;Sontag  et  al., 
1996;Sobue  et  al.,  2000;Sun  et  al.,  2002),  die  alle  Komponenten  wichtiger 
Signaltransduktionswege sind. 
 
1.2.1.2.2 Hyperphosphorylierung von Tau 
Die  Phosphorylierung  ist  eine  der  wichtigsten  Regulationsmechanismen  unseres 
Körpers,  da  über  die  Anhängung  von  Phosphatgruppen  an  bestimmte 
Aminosäurereste  Enzymaktivitäten  oder  die  Bindung  zwischen  Proteinen  reguliert 
werden  kann.  Unter  normalen  Bedingungen  ist  Tau  ein  gut  lösliches  Protein.  Im 
Zytosol gelöstes Tau-Protein steht in einem dynamischen Gleichgewicht mit dem an 
Mikrotubuli  gebundenem  Tau-Protein.  Aus  früheren  Untersuchungen  ist  bekannt, 
dass die Bindung von Tau an Mikrotubuli durch eine spezifische Phosphorylierung im 
Bereich der Bindungsregion reguliert wird (Drewes et al., 1997). In AD-Gehirnen ist 
Tau hyperphosphoryliert (Jameson et al., 1980) und stark glykosyliert (Ledesma et 
al., 1994), wodurch seine Assoziation an die Mikrotubuli gestört wird. Es kommt zur 
Abdissoziation  der  hyperphosphorylierten  Tau-Proteine,  die  sich  daraufhin  zu 
paarigen helikalen Filamenten (PHF) zusammenlagern. Hierdurch geht ebenfalls die 
Mikrotubuli-stabilisierende Funktion verloren.  
 
Die  nicht  physiologische  Hyperphosphorylierung  von  Tau  ist  auf  die  Störung  des 
Gleichgewichtes  bestimmter  Kinasen  und  Phosphatasen  zurückzuführen,  dessen 
Ursache bisher nicht vollständig geklärt werden konnte (Mandelkow and Mandelkow, 
1998).  Die  Hyperphosphorylierung  erfolgt  an  insgesamt  18  Stellen.  Einige  dieser 
Stellen  sind  auch  in  Tau  aus  gesunden  Gehirnen  phosphoryliert,  allerdings  in 
geringerem  Maße  (Goedert  et  al.,  1989;Matsuo  et  al.,  1994).  In  verschiedenen 
Studien konnte eine erhöhte Aktivität von Kinasen im Hirngewebe von AD-Patienten Einleitung 
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beobachtet werden, wie z.B. von der Cyclin-abhängigen Kinase 5 (Cdk5) und der 
cAMP-abhängigen Kinase PKA (Jicha et al., 1999;Patrick et al., 1999). Zudem gibt 
es  Daten,  die  eine  verringerte  Aktivität  verschiedener  Protein-Phosphatasen 
bestätigen (Gong et al., 1993). Man geht heute davon aus, dass eine Fehlregulation 
der  Cdk5,  der  GSK3ß,  der  c-Jun-Kinase,  p38  oder  der  extrazellulär  regulierten 
Kinase  ERK  die  Hyperphosphorylierung  von  Tau  hervorrufen  können  (Liu  et  al., 
2002;Noble et al., 2003). Die Rolle der Hyperphosphorylierung bei der Aggregation 
von  Tau  und  der  Bildung  von  neurofibrillären  Tangles  (NFT)  ist  bisher  jedoch 
weitgehend ungeklärt. 
 
1.2.2 Aβ und Tau im funktionellen Zusammenhang 
Obwohl  Aß-Plaques  und  neurofibrilläre  Bündel  in  denselben  Gehirnregionen 
auftreten,  fehlt  heutzutage  noch  der  Nachweis  eines  klaren  mechanistischen 
Zusammenhangs.  
Die  Beobachtungen,  dass  Mutationen  im  Tau-Gen  zur  Formation  von 
Fibrillenbündeln führen, nicht aber zur Bildung von Amyloid-Plaques (Spillantini et al., 
1998),  während  dessen  Mutationen  in  APP-,  PS1-  oder  PS2-Genen  beide 
Pathologien hervorrufen können, führte zu der Amyloid-Kaskaden-Hypothese. Dieser 
Hypothese folgend erfolgen die Amyloid-Plaques „Upstream“ von der Tau-Pathologie 
(Price and Sisodia, 1998;Selkoe, 1998). Demgegenüber ist die Tau-Pathologie ein 
charakteristisches  Merkmal  verschiedener  neurodegenerativer  Erkrankungen,  wie 
der  AD  und  der  Chromosom  17  assoziierten  Frontotemporalen  Demenz  mit 
Parkinsonismus (FTDP-17). Durch die Identifizierung von Mutationen im Tau-Gen bei 
der  familiären  Form  der  FTDP-17  konnte  zudem  gezeigt  werden,  dass  eine 
Dysfunktion  des  Tau-Proteins  ausreicht  Neurodegeneration  und  Demenz 
auszulösen. 
 
In unterschiedlichen in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass Aß einen direkten 
Einfluss  auf  den  Phosphorylierungszustand  von  Tau  ausübt  (Greenberg  et  al., 
1995;Busciglio et al., 1995;Takashima et al., 1998;Takahashi et al., 1999) und eine 
Hyperphosphorylierung  mit  anschließender  Aggregation  der  Tau-Filamente Einleitung 
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verursacht  (Rank  et  al.,  2002).  In  Studien  mit  Tau-„knock-out“-hippokampalen 
Neuronen konnte zudem gezeigt werden, dass die Aß-induzierte Neurotoxizität von 
dem Vorhandensein phosphorylierter Tau-Konstrukte abhängig ist (Rapoport et al., 
2002;Fath  et  al.,  2002).  Durch  die  Verwendung  verschiedener  FAD-transgener 
Tiermodelle konnte auch in vivo ein kausaler Zusammenhang zwischen Aß und Tau 
nachgewiesen  werden.  So  waren  transgene  Mäuse,  welche  Aß  überproduzieren, 
durch  Tau-Hyperphosphorylierung  und  kognitive  Defekte  gekennzeichnet 
(Tomidokoro  et  al.,  2001a;Otth  et  al.,  2002;Echeverria  et  al.,  2004).  Interessant 
hierbei  sind  ebenfalls  die  Ergebnisse  von  Lewis  et  al.  (2001).  Die  Arbeitsgruppe 
verglich FDTP-17-Tau/FAD-APP doppel-transgene Mäuse mit FDTP-17-Tau einfach-
transgenen Mäusen. In den doppel-transgenen Mäusen, welche Plaques als auch 
NFT aufwiesen, konnte ein stärkeres Ausmaß an NFT im Vergleich zu den einfach-
mutierten Tau-Mäusen festgestellt werden (Lewis et al., 2001). Ein paralleler Ansatz 
wurde  durch  die  Arbeitsgruppe  von  Götz  durchgeführt.  Diese  injizierten  einer 
FDTP17-Tau-transgenen  Maus  fibrilläres  Aß,  woraufhin  eine  erhöhte  Tau-
Aggregation  beobachtet  werden  konnte  (Götz  et  al.,  2001a).  Weiterhin  konnte 
Tomidokoro  et  al.  (2001b)  in  einem  FAD-APP-Mausmodell  eine  erhöhte  Tau-
Phosphorylierung in dystrophischen Neuriten, welche von senilen Plaques umgeben 
waren,  nachweisen.  Eventuell  spielt  hierbei  auch  intrazelluläres  Aß  eine  Rolle. 
Hierfür sprechen ebenfalls die Befunde von Echeverria et al. (2004). Sie konnten in 
transgenen  Ratten,  die  Aß  intrazellulär  überexprimieren,  allerdings  keine 
extrazellulären  Aß-Plaques  ausbilden,  verstärkte  Phosphorylierung  von  Tau 
feststellen. Allerdings scheint intrazelluläres sowie extrazelluläres Aß nicht alleine zur 
Entwicklung  einer  NFT-Pathologie  ausreichend  zu  sein.  In  einem  Versuchsansatz 
von  Götz  et  al.  (2001)  wurden  Wildtyp  (WT)-TAU  überexprimierenden  Mäusen 
fibrilläres Aß direkt in das Gehirn injiziert, was nicht zur Ausbildung von NFTs führte 
(Gotz et al., 2001b).  
 
1.2.3 AD und mitochondriale Fehlfunktion  
In den letzten Jahren mehrten sich die Hinweise, dass mitochondriale Fehlfunktion 
bei der AD-Pathogenese eine sehr wichtige Rolle spielt (Keil et al., 2006;Hauptmann Einleitung 
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et al., 2006;Mancuso et al., 2007). Eine Vielzahl von genetischen, biochemischen 
und  zellulären  Studien  stützen  diese  These  (Zhu  et  al.,  2004b;Reddy  and  Beal, 
2005).  So  weisen  frühe  Defekte  in  der  Glukose-Verwertung  in  Gehirnen  von  AD-
Patienten  auf  mögliche  Abnormalitäten  der  mitochondrialen  Funktion  hin  (Hoyer, 
2000).  Des  Weiteren  zeigten  morphologische  Untersuchungen  von  frontalem  und 
temporalem  Kortex  von  AD-Patienten  strukturelle  Veränderungen  und  eine 
Reduktion in der Anzahl neuronaler Mitochondrien auf (Hirai et al., 2001). Gehirne 
von  AD-Patienten  weisen  darüber  hinaus  reduzierte  Pyruvat-Dehydrogenase-,  a-
Ketoglutarat-Dehydrogenase-  und  Cytochrom-C-Oxidase  (COX)-Aktivitäten  auf 
(Parker,  Jr.  et  al.,  1990;Parker,  Jr.,  1991;Kish  et  al.,  1992;Parker,  Jr.  et  al., 
1994a;Parker, Jr. et al., 1994b;Gibson et al., 1998;Maurer et al., 2000;Cardoso et al., 
2004a).  Reduzierte  COX-Aktivitäten  konnten  ebenfalls  in  Thrombozyten  von  AD-
Patienten nachgewiesen werden (Bosetti et al., 2002). Übereinstimmend mit diesen 
Ergebnissen zeigten Western Blot Untersuchungen von Proben aus dem parietalen 
und temporalen Kortex von AD-Patienten verminderte Proteinspiegel bei allen vier 
Untereinheiten der COX auf (Kish et al., 1999). Ojaimi et al. fanden eine Erniedrigung 
der  COX-Untereinheit  2  und  4  in  Purkinje-Fasern  von  AD-Patienten  (Ojaimi  and 
Byrne,  2001).  Darüber  hinaus  wurde  eine  Beeinträchtigung  der  oxidativen 
Phosphorylierung in Gehirnen von AD-Patienten beobachtet (Chagnon et al., 1995). 
Das  Ausmaß  dieser  Beeinträchtigung  war  direkt  proportional  mit  der  klinischen 
Einschränkung  der  AD-Patienten  (Blass,  2003).  Einige  Studien  weisen  daraufhin, 
dass  Aß  möglicherweise  direkt  auf  isolierte  Mitochondrien  toxisch  wirkt. 
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die Aktivitäten der Enzyme, welche 
auch  verringerte  Aktivitäten  in  AD-Gehirnen  aufweisen,  direkt  durch  Aß  inhibiert 
werden  (Casley  et  al.,  2002).  In  primären  Neuronenkulturen  konnte  eine 
Verminderung  der  Aktivität  aller  Atmungsketten-Komplexe  nach  Inkubation  mit     
Aß25-35  festgestellt  werden,  sowie  verringerte  Pyruvat-Dehydrogenase-  und  α-
Ketoglutarat-Dehydrogenase-Aktivitäten  (Casley  et  al.,  2002).  In  einer  Studie  mit 
isolierten  Rattenleber-Mitochondrien  führte  Aß25-35  zu  einer  Öffnung  der 
mitochondrialen  Pore,  zu  einer  Abnahme  der  COX-Aktivität  und  zu  erhöhtem 
oxidativem Stress (Parks et al., 2001a). In Übereinstimmung konnte eine veränderte 
mitochondriale  Funktion  im  Gehirn  und  peripheren  Geweben  von  AD-Patienten Einleitung 
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nachgewiesen werden. Vor kurzem konnte zudem gezeigt werden, dass Aß direkt in 
Neuronen intrazellulär gebildet werden kann.  
Studien  mit  Cybrid-Zelllinien,  die  mtDNA  aus  Thrombozyten  von  Patienten  mit 
sporadischer  AD  enthalten,  weisen  zudem  mit  der  Krankheit  vergleichbare 
Charakteristika auf, wie z.B. erhöhte Absonderung und intrazelluläre Ansammlung 
von Aß, verringertes mitochondriales Membranpotential, oxidativer Stress, erniedrigte 
COX-Aktivität  und  eine  veränderte  Mitochondrien-Morphologie  (Khan  et  al., 
2000;Trimmer et al., 2004;Cardoso et al., 2004b). In einer neuen Studie von Trimmer 
et  al.  (2004)  wurden  Cybrid-Zellen  von  AD-Patienten  zu  unterschiedlichen 
Passagezeitpunkten untersucht. Nach der sechsten Passage zeigten sich typische 
AD-Charkteristika  auf,  wie  z.B.  eine  erhöhte  Anzahl  an  Mitochondrien,  eine 
reduzierte Größe und 8-fach mehr morphologisch veränderte Mitochondrien als in 
Kontroll-Cybrids (Trimmer et al., 2004). Darüber hinaus konnten erhöhte intra- und 
extrazelluläre Aß1-40- und Aß1-42-Konzentrationen beobachtet werden, was auf eine 
Beteiligung von Aß an der mitochondrialen Fehlfunktion hinweist (Khan et al., 2000). 
Des Weiteren gibt es Hinweise, die Mitochondrien mit neuronaler Dysfunktion und 
Degeneration,  ausgelöst  durch  intraneuronales  Aß,  in  Verbindung  bringen.  Diese 
werden  unter  anderem  durch  die  in  vivo  Demonstration  von  Aß-Ansammlungen 
innerhalb  der  Mitochondrien  in  Gehirnen  von  AD-Patienten  (Lustbader  et  al., 
2004;Fernandez-Vizarra  et  al.,  2004,  Keil  et  al.,  2004)  und  der  Beobachtung  von 
mitochondrialen  strukturellen  Veränderungen  gestützt  (Hirai  et  al.,  2001).  Des 
Weiteren  konnte  Lustbader  et  al.  Aß,  gebunden  an  ABAD  (Aß-binding  alcohol 
dehydrogenase),  in  Mitochondrien  von  AD-Gehirnen  und  von  APP-transgenen 
Mäusen nachweisen, assoziiert mit erhöhter Cytochrom-C-Freisetzung, ROS-Bildung 
und erhöhter Apoptoserate (Lustbader et al., 2004). 
Obwohl eine Vielzahl von Beobachtungen auf eine mögliche direkte Verbindung von 
mitochondrialer Dysfunktion und AD hinweisen, ist der exakte Mechanismus der Aß-
vermittelten mitochondrialen Fehlfunktion noch nicht vollständig geklärt. Eine Vielzahl 
von weiteren Experimenten wird nötig sein, um diesen Zusammenhang vollständig 
klären zu können.  
 Einleitung 
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1.2.4 Risikofaktoren der Alzheimer Demenz  
1.2.4.1 Das Alter 
Der wichtigste Risikofaktor für die Erkrankung an der sporadischen AD stellt das Alter 
dar (Braak et al., 1996;Mayeux et al., 2003). Die Prävalenz der Erkrankung steigt mit 
zunehmendem Alter exponentiell an. Während in der Altersgruppe der 60- bis 70- 
jährigen unter 5% betroffen sind, sind in der Altersgruppe der über 80-jährigen mehr 
als 20%, einigen Studien zufolge sogar bis zu 35% betroffen (Bermejo et al., 1991). 
Man  geht  davon  aus,  dass  der  normale  Hirnalterungsprozess  als 
krankheitsverstärkender  Faktor  bei  der  Pathogenese  der  AD  agiert  und 
möglicherweise krankheitsspezifische und unspezifische Altersfaktoren gemeinsam 
zum Absterben der Nervenzellen führen (Beckman and Ames, 1998;Eckert et al., 
1999).  
 
1.2.4.2 Genetische Risikofaktoren 
Weitere Risikofaktoren betreffen die familiäre Form der AD (FAD), bei welcher der 
Krankheitsbeginn bei <60-65 Jahren liegt. FAD ist eine autosomal dominant erbliche 
Form der Erkrankung mit 100%-iger Penetranz. Durch Zwillings- und Familienstudien 
konnten  genetische  Faktoren  für  die  Entstehung  der  FAD  belegt  werden.  Die 
Untersuchung  von  FAD-assoziierten  Mutationen  führte  zur  Entdeckung  von  drei 
Alzheimer-assoziierten Genen:  
 
1)  das APP-Gen auf Chromosom 21 (Kang et al., 1987;Goate et al., 1991);  
2)  das  PS1-Gen  auf  Chromosom  14  (Cruts  et  al.,  1995;Sherrington  et  al., 
1995;Rogaev et al., 1995); 
3)  das PS2-Gen auf Chromosom 1 (Levy-Lahad et al., 1995). 
 
Das  Chromosom  21  wurde  sehr  früh  mit  der  AD  in  Verbindung  gebracht,  da 
Patienten mit Trisomie 21, die ein zusätzliches Chromosom 21 besitzen, jenseits des 
35. Lebensjahres die gleichen zerebralen Gewebeveränderungen wie AD-Patienten 
und eine erhöhte Inzidenz für eine klinische Demenz aufweisen (Oliver and Holland, Einleitung 
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1986;Beyreuther et al., 1993). Mutationen in den erwähnten drei Genen führen alle 
zu erhöhten Spiegeln an Aß1-42 und somit zu einer rasch voranschreitenden Amyloid-
Plaque-Pathologie (Scheuner et al., 1996).  
 
Bei  allen  bisher  identifizierten  Mutationen  von  APP  handelt  es  sich  um 
Punktmutationen.  Die  Mutationen  liegen  innerhalb  des  Aβ  selbst  oder  in 
unmittelbarer Nähe der Sekretase-Schnittstellen und beeinflussen die Prozessierung 
von  APP  (Irie  et  al.,  2005).  Während  N-terminale  Doppelmutationen  z.B.  die 
schwedische  APP-Doppelmutation,  (K670N/M671L)  zu  einer  Erhöhung  der 
Gesamtmenge von sekretiertem Aβ führen, beeinflussen C-terminale Mutationen die 
γ-Sekretasespaltung, wodurch es zu einer Erhöhung des relativen Anteils von Aβ1-42 
kommt (Selkoe, 1996).  
 
 
Abbildung 1-7: Schnittstellen der α-, ß- und γ-Sekretase im APP-Gen und bekannte APP-Mutationen 
 
Im PS1-Gen konnten bisher mindestens 100 Punkt- sowie 2 Spleißdefekt-Mutationen 
identifiziert  werden,  die  mit  dem  frühen  Auftreten  der  AD  einhergehen  (Rogaeva, 
2002). Ein direkter Zusammenhang zwischen PS1-Mutationen und der Bildung von 
Aβ wird durch eine erhöhte Anzahl von Amyloid-Plaques in Gehirnen von Patienten 
mit PS1-Mutationen untermauert (Lemere et al., 1996). Personen mit Mutationen im 
PS1-Gen erkranken besonders früh an der AD und zwar ab einem Alter von 40-50 
Jahren.  Einleitung 
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PS2-Mutationen treten eher seltener auf und sind im Gegensatz zu PS1-Mutationen 
nur unvollständig penetrant (Sherrington et al., 1996). Eine Erklärung hierfür ist zum 
einen  die  geringe  Konzentration  von  PS2  im  Gehirn,  sowie  die  teilweise 
Kompensation ihrer Aktivität durch PS1.  
 
1.2.4.3 Apolipoprotein E 
Ein bereits bekannter genetischer Risikofaktor für die frühe und die späte Form der 
AD ist der Polymorphismus des Gens für Apolipoprotein E (ApoE) (Schmechel et al., 
1993;Saunders et al., 1993;Corder et al., 1993;Corder et al., 1994). Das ApoE-Gen 
ist  auf  Chromosom  19  lokalisiert  und  es  existieren  insgesamt  drei  verschiedene 
Varianten: APOε2, APOε3 und APOε4 (Mahley, 1988). ApoE ist ein Trägerprotein für 
Lipide  und  wurde  darüber  hinaus  in  hohen  Konzentrationen  im  zentralen 
Nervensystem gefunden, wo es in Astrozyten hergestellt wird (Han et al., 2003;Harris 
et  al., 2004)  und  wahrscheinlich  eine  entscheidende  Rolle  bei der  Verteilung  von 
Cholesterin  und  Phospholipiden  spielt  (Pitas  et  al.,  1987).  In  der  Alzheimer-
Population  ist  die  APOe4-Variante  überdurchschnittlich  häufig  vertreten  (Saunders 
and Roses, 1993). Das Vorhandensein des APOε4-Allels ist bei 40% der Erkrankten 
nachweisbar. Man nimmt an, dass durch die Anwesenheit dieser Variante, das Risiko 
an der AD zu erkranken steigt, indem das Durchschnittsalter für das Auftreten der 
Krankheitserscheinungen  gesenkt  wird  (Strittmatter  and  Roses,  1996).  So  weisen 
AD-Patienten  mit  einem  oder  zwei  APOε4-Allelen  eine  höhere  Plaquedichte  im 
Gehirn auf im Vergleich zu AD-Patienten, die kein APOε4-Allel tragen (Schmechel et 
al.,  1993).  Darüber  hinaus  haben  homozygote  APOe4-Träger  ein  höheres 
Erkrankungsrisiko  als  heterozygote  Träger  (Saunders  et  al.,  1993a;Corder  et  al., 
1993). Auf der anderen Seite scheint die Anwesenheit des APOe2-Allels das Risiko 
an  AD  zu  erkranken  zu  senken  (Strittmatter  and  Roses,  1996).  Der  genaue 
Mechanismus, warum das ApoE 4-Protein das Risiko an AD zu erkranken erhöht, ist 
noch unklar. Eine Hypothese beruht auf den unterschiedlichen Aminosäuren auf den 
Positionen  112  und  158  der  unterschiedlichen  Varianten.  ApoE  2  enthält  zwei 
Cysteine,  ApoE  3 ein  Cystein  und ein  Arginin,  und  ApoE  4 enthält  zwei  Arginine Einleitung 
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(Mahley, 1988). Cystein ist aufgrund seiner Schwefelwasserstoffgruppe besonders 
gut  geeignet  zweiwertige  Metalle  zu  binden.  Daher  können  die  Variationen  des 
Apolipoproteins, welche Cysteine enthalten, ApoE 2 und ApoE 3, Schwermetalle in 
Nervenzellen  und  Liquor  besser  binden  und  folglich  entgiften.  Eine  weitere 
Hypothese besagt, dass ApoE 4 entweder die Aß-Aggregation beschleunigt oder die 
Aß-Clearance verhindert. 
 
1.2.4.4 Sonstige Risikofaktoren 
Das α-2-Makroglobulin und sein Rezeptor, LRP 1 (low-density lipoprotein receptor-
related  protein),  deren  Gene  beide  auf  Chromosom  12  lokalisiert  sind,  zählen 
ebenfalls  zu  den  gegenwärtig  diskutierten  genetischen  Risikofaktoren.  Ihre 
Bedeutung ist aber noch nicht so sicher belegt wie jene des ApoE 4-Proteins. Es 
konnte allerdings gezeigt werden, dass beide Proteine eine wichtige Rolle bei der 
Aß-Clearance und dem Abbau von Aß spielen (Tanzi, 1999). Ein weiterer wichtiger 
Kandidat für ein Gen, welches die Suszeptiblität für AD zu beeinflussen scheint, ist 
das Insulin-degradierende Enzym (IDE)-Gen. Das Insulin-degradierende Enzym ist 
eine  Thiol-Zink-Metalloendopeptidase,  welches  zusammen  mit  Neprilysin  und 
anderen  Proteasen  eine  sehr  wichtige  Rolle  bei  der  Aß-Clearance  und  dem  Aß-
Abbau  spielt  (Selkoe,  2001a).  Weitere  Gene,  bei  denen  jedoch  erste  positive 
Assoziationsergebnisse nicht immer repliziert werden konnten, sind das Cathepsin-
D-Gen,  das  Interleukin-1-Gen,  das  Interleukin-6-Gen,  das  Very  Low-density 
Lipoprotein-Rezeptor  (VLDL-R)-Gen,  die  chromosomale  Region  D10S1423,  das 
FAS-Rezeptor Gen (TNFRSF6) und das Cholesterin 24S-Hydroxylase (Cyp46)-Gen.  
 
Weiterhin weisen Gehirnmembranen von AD-Patienten spezifische Veränderungen 
auf (Buchet and Pikula, 2000;Eckert et al., 2003c), wie eine signifikante Abnahme 
des  Cholesterols  und  des  Cholesterol-Phospholipid-Verhältnisses  (Mason  et  al., 
1992;Svennerholm  and  Gottfries,  1994).  Nach  einer  aktuellen  Untersuchung  von 
Pappolla  et  al.  (2002)  korrelieren  Amyloid-Ablagerungen  im  Gehirn  bereits  im 
mittleren Lebensalter mit dem Serum-Cholesterin (Pappolla et al., 2002). Allerdings 
bleibt derzeitig die Relevanz dieser Daten noch offen.  
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Des Weiteren wurde in einigen Studien geringe Schulbildung als Risikofaktor für die 
Erkrankung an der AD diskutiert. So zeigten Studien von Prencipe et al. (1996), dass 
Personen mit weniger als 3 Jahren Schulbildung mit 14,6 % eine deutlich höhere 
Prävalenz von Demenz aufwiesen, als Personen mit längerer Schulbildung (5,9 %) 
(Prencipe et al., 1996). Studien über den Zusammenhang von Lebensgewohnheiten 
wie z.B. Alkoholkonsum, Rauchen oder Ernährungsgewohnheiten mit der Prävalenz 
und Inzidenz der Erkrankung lieferten dagegen widersprüchliche Erkenntnisse. So 
konnten einige Studien einen protektiven Effekt des Rauchens auf die Prävalenz von 
AD feststellen (Graves et al., 1991;van Duijn et al., 1995;Brenner, 2002), vermutlich 
durch  eine  inhibierende  Wirkung  des  Nikotins  auf  die  Amyloid-Plaque-Bildung 
(Salomon et al., 1996). Demgegenüber stehen die Ergebnisse von Ott et al., die das 
Rauchen  als  Risikofaktor  der  AD  ansehen  (Ott  et  al.,  1998).  Weiterhin  bestehen 
Hinweise,  dass  Schädelhirntraumata  einen  Einfluss  auf  die  Entwicklung  einer  AD 
haben.  Übereinstimmend  konnten  in  Gehirnen  von  Boxern  Alzheimer-ähnliche 
Veränderungen nachgewiesen werden, die mutmaßlich auf die wiederholten Schläge 
auf  den  Kopf  der  Sportler  zurückzuführen  waren.  Man  nimmt  heute  ebenfalls  an, 
dass  das  weibliche  Geschlecht  als  Risikofaktor  der  AD  angesehen  werden  kann. 
Über 70% der AD-Patienten sind weiblich. Allerdings ist zu bedenken, dass Frauen 
zum einen eine höhere Lebenserwartung als Männer haben und zum anderen, dass 
die betreffenden Jahrgänge durch eine kriegsbedingte Überpräsentation der Frauen 
gekennzeichnet sind. 
 
1.3 Therapeutische Interventionsstrategien 
Der Wissensstand über die AD ist heute weitaus größer als noch vor 10 Jahren, 
dennoch ist die Krankheit immer noch unheilbar. Der Patient ist darauf angewiesen, 
dass die AD zu Lebzeiten korrekt diagnostiziert und folglich durch eine passende 
symptomatische Therapie behandelt wird. Zwar ist die eindeutige Diagnose von mit 
zunehmendem  Lebensalter  stark  ansteigenden  demenziellen  Erkrankungen  nur 
durch  eine  morphologische  Untersuchung  des  Gehirns  post  mortem  eindeutig 
möglich, allerdings ist die klinische Diagnose in den meisten Fällen korrekt.  
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Die derzeitig anerkannten Ursachen für das Absterben der Neuronen bei der AD sind 
außerordentlich  vielfältig  und  umfassen  die  Anhäufung  von  Aß,  die  vermehrte 
Bildung von Sauerstoffradikalen, mitochondriale Fehlfunktion gefolgt von Apoptose 
und  einer  Störung  der  cholinergen,  der  dopaminergen  und  glutamatergen 
Neurotransmission. Hierdurch ergeben sich verschiedene Angriffsmöglichkeiten zur 
Verzögerung  des  Krankheitsverlaufs,  wodurch  die  Wirkmechanismen  bekannter 
Antidementiva auch sehr unterschiedlich sind. In der Behandlung von Patienten mit 
AD  werden  heutzutage  Acetylcholinesterase-Hemmstoffe,  der  NMDA-Antagonist 
Memantine, Ginkgo-biloba-Extrakt und das Nootropikum Piracetam eingesetzt. 
 
1.3.1 Acetylcholinesterase-Hemmstoffe 
Bei AD-Patienten konnte ein selektiver Verlust von cholinergen Neuronen gefunden 
werden (Davies and Maloney, 1976). Basierend auf der „cholinergen Hypothese“ der 
AD, sind die Acetylcholin (ACh)-Esterase Inhibitoren gegenwärtig das Mittel erster 
Wahl  bei  der  Therapie  der  leichten  bis  mittelschweren  AD.  Drei  ACh-Esterase-
Hemmstoffe werden heute zur Therapie der AD verwendet: Donepezil, Rivastigmin 
und Galantamin. Eine Vielzahl von klinischen Studien konnte die Wirksamkeit von 
Donepezil  (Rogers  and  Friedhoff,  1996;Rogers  et  al.,  1998;Burns  et  al., 
1999;Winblad  et  al.,  2001),  Rivastigmin  (Rosler  et  al.,  1999;Greenberg  et  al., 
2000;Greenberg,  2000)  und  Galantamin  (Tariot  et  al.,  2000;Wilcock  et  al., 
2000;Raskind  et  al.,  2000)  nachweisen.  Der  Wirkmechanismus  dieser  drei 
Arzneistoffe liegt in der Erhöhung der Verfügbarkeit von ACh durch Inhibition des 
Enzyms Acetylcholinesterase. Ein Vorteil dieser Stoffe ist, dass sie zwar den Abbau 
von  ACh  hemmen,  allerdings  die  Synthese  des  Neurotransmitters  nicht 
beeinträchtigen.  In  einer  im  Jahr  2003  veröffentlichten  Metaanalyse  konnte  der 
Nutzen der ACh-Esterase-Hemmstoffe bei der AD untermauert werden (Lanctot et 
al., 2003).  
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1.3.2 Memantine 
Ein  weiterer  therapeutischer  Ansatz  beruht  auf  der  Modulation  der  glutamatergen 
Neurotransmission.  Glutamat  ist  der  wichtigste  exzitatorische  Neurotransmitter  im 
Gehirn.  Glutamaterge  Überstimulation  kann  zu  neuronalen  Schäden  führen,  auch 
Exzitotoxizität  genannt.  Memantine  ist  ein  N-Methyl-D-Aspartat  (NMDA)-
Rezeptorantagonist,  welcher  in  Deutschland  seit  2003  für  die  Behandlung 
mittelschwerer bis schwerer AD zugelassen ist. Der Zulassung von Memantine liegen 
zwei  placebokontrollierte  Doppelblindstudien  an  insgesamt  414  Patienten  mit 
mittelschwerer  bis  schwerer  Demenz  über  drei  bzw.  sechs  Monate  zugrunde 
(Reisberg et al., 2003). Memantine konnte über einen Zeitraum von 28 Wochen die 
Progression  der  AD  vermindern.  Pharmakologische,  elektrophysiologische  und 
genetische Studien weisen NMDA-Rezeptoren wichtige Funktionen im Rahmen von 
pathophysiologischen,  motorischen,  emotionalen  Vorgängen  sowie  Gedächtnis-
prozessen zu (Rondi-Reig et al., 2001). Durch Memantine wird der NMDA-Kanal in 
physiologischer Weise blockiert. Aufgrund dessen sind die für Glutamat vermittelten 
Lern-  und  Gedächtnisvorgänge  zwar  verfügbar,  wohingegen  allerdings  die 
exzitotoxischen  Wirkungen  von  pathologisch  erhöhten  Glutamatkonzentrationen 
verhindert werden.  
 
1.3.3 Ginkgo biloba Extrakt 
Extrakte der Pflanze Ginkgo biloba werden seit vielen Jahren zur Neuroprotektion 
und  Behandlung  von  Durchblutungsstörungen  eingesetzt.  Hierbei  wird  ein 
pflanzliches Extrakt aus den getrockneten Blättern des Ginkgo biloba Baumes, eines 
bis  zu  40  Meter  hoch  werdenden  Fächerblattbaumes,  als  standardisierter  und 
hochgereinigter  Spezialextrakt  eingesetzt,  welcher  definiert  ist  als  Trockenextrakt 
extrahiert  mit  Aceton/Wasser  (Droge-Extrakt-Verhältnis  35-67:1).  Standardisierte 
Extrakte enthalten einen Gehalt von 22-27% Flavonglykoside, 5-7% Terpenlactone 
(2,8-3,4  %  Ginkgolide  A,  B  und  C;  2,6-3,2  %  Bilobalid)  und  weniger  als  5  ppm 
Ginkgolsäuren (vergleiche Abbildung 1.8). Die Flavonoidfraktion setzt sich in erster 
Linie aus Quercetin, Kämperol und Isorhamnetin-Glykosiden zusammen.  Einleitung 
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Abbildung 1-8: Strukturformeln der Inhaltsstoffe von Ginkgo-biloba-Exrakt, Flavonoide, Ginkgolide und 
Bilobalid 
 
Die pharmakologischen Wirkungen und die klinische Wirksamkeit bei der Demenz 
vom Alzheimer-Typ, bei vaskulärer Demenz und Mischformen wurde hauptsächlich 
für  den  standardisierten  Ginkgo  biloba  Extrakt  mit  der  Bezeichnung  EGb  761 
wissenschaftlich  geprüft  (Kleijnen  and  Knipschild,  1992a;Kleijnen  and  Knipschild, 
1992b;Kanowski et al., 1996;Le Bars et al., 1997;Defeudis and Drieu, 2000;Le Bars 
et al., 2000;Le Bars et al., 2002).  
In einer Studie von Kanowski et al. (1996), durchgeführt an 216 Patienten mit leichter 
bis mittelschwerer AD, Multiinfarkt-Demenz oder vom Mischtyp, konnte ein signifikant 
verbesserter  klinischer  Gesamteindruck  nach  einer  Ginkgo  biloba  Extrakt 
Behandlung  beobachtet  werden  (Kanowski  et  al.,  1996).  Hierzu  erhielt  die 
Verumgruppe über einen Behandlungszeitraum von 24 Wochen eine Tagesdosis von 
240 mg EGb 761. Ähnliche Ergebnisse erzielte die Arbeitsgruppe von Le Bars et al. 
(1997). In einer Studie mit 309 Patienten mit AD und vaskulärer Demenz, welche 
über  einen  Behandlungszeitraum  von  52  Wochen  mit  120  mg  EGb  761  pro  Tag 
behandelt wurden, konnte ebenfalls eine Verbesserung der kognitiven Fähigkeiten 
und eine Steigerung der Alltagskompetenz bei der Verumgruppe im Vergleich zu der 
Placebo-Gruppe  festgestellt  werden  (Le  Bars  et  al.,  1997).  Von  besonderem 
Interesse  ist  die  Studie  von  Maurer  et  al.  (1997),  bei  der  zwar  lediglich  20  AD-Einleitung 
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Patienten in die Bewertung mit einbezogen wurden, die allerdings, obwohl nur eine 
sehr kleine Gruppe beobachtet wurde, eine signifikante kognitive Überlegenheit der 
Verumgruppe gegenüber der Placebogruppe aufzeigte (Maurer et al., 1997). Eine 
neue  placebokontrollierte  Doppelblindstudie  an  Patienten  mit  AD  zeigte  eine 
bedeutende Verbesserung der kognitiven Fähigkeiten nach der Einnahme von EGb 
761  über  einen  Zeitraum  von  26  Wochen  im  Vergleich  zur  Placebo-Gruppe  auf 
(Schulz, 2003). Diese Ergebnisse, in Zusammenhang mit zahlreichen Meta-Analysen 
von  Doppelblindstudien  (Kleijnen  and  Knipschild,  1992a;Kleijnen  and  Knipschild, 
1992b;Ernst, 1999) weisen daraufhin, dass EGb 761 ein wichtiges Medikament zur 
Behandlung der AD ist. 
 
Der Wirkmechanismus von EGb 761 und seiner Bestandteile ist allerdings derzeitig 
noch nicht vollständig geklärt. Pharmakologisch gesehen konnte eine Vielzahl von 
Wirkmechanismen beobachtet werden, wobei man annimmt, dass die Wirkung von 
Ginkgo  biloba  Extrakt  aufgrund  seiner  multifaktoriellen  Eigenschaften  herrührt.  So 
konnten u.a. antioxidative (Rong et al., 1996;Bastianetto et al., 2000a;Bastianetto et 
al., 2000b), neuroprotektive (Ahlemeyer and Krieglstein, 2003) und antiapoptotische 
Effekte (Smith et al., 2002) von EGb 761 nachgewiesen werden. Weiterhin scheint 
EGb  761  schützende  Effekte  auf  Mitochondrien  auszuüben  (Sastre  et  al., 
1998;Sastre et al., 2002). So konnte in einer Studie von Due et. al. (1999) gezeigt 
werden,  dass  isolierte  Lebermitochondrien  durch  EGb  761  vor  Sauerstoffmangel 
geschützt  werden  (Du  et  al.,  1999).  Des  Weiteren  wurde  beobachtet,  dass  das 
adrenerge, dopaminerge, cholinerge, serotonerge und GABAnerge Neurotransmitter-
system durch EGb 761 verbessert werden konnte (Ahlemeyer and Krieglstein, 2003). 
Obwohl  der  genaue  Mechanismus  der  EGb  761-Wirkung  noch  nicht  vollständig 
geklärt  ist,  kann  aufgrund  der  zahlreichen  in  vitro  und  in  vivo  Experimente  eine 
schützende  Funktion  von  Ginkgo  biloba  Extrakt  auf  das  zentrale  Nervensystem 
angenommen werden (Defeudis and Drieu, 2000).  
 Einleitung 
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1.3.4 Piracetam 
Piracetam (2-oxo-1-Pyrrolidineacetamid) ist ein medizinisch therapeutischer Wirkstoff 
aus  der  Gruppe  der  Nootropika,  welches  in  den  80er  Jahren  entwickelt  wurde 
(Giurgea, 1982). Piracetam ist ein zyklisches Derivat von GABA, wobei es allerdings 
selbst keine GABA-Aktivität aufweist (vergleiche Abbildung 1.9). In vielen Ländern 
wird Piracetam zur Behandlung von kognitiven Beeinträchtigungen im Alter, sowie 
bei der Behandlung von Demenz eingesetzt (Croisile et al., 1993;Waegemans et al., 
2002). Piracetam wird nach oraler Gabe rasch und vollständig resorbiert. Die relative 
systemische  Bioverfügbarkeit  beträgt  im  Vergleich  mit  AUC-Werten  nach 
intravenöser Applikation 100 %, wobei Piracetam im Körper nicht metabolisiert wird.  
 
 
Abbildung 1-9: Strukturformel von Piracetam (2-oxo-1-Pyrrolidineacetamid) (Naftalin et al., 2004)) 
 
Obgleich die klinische Wirksamkeit von Piracetam diskutiert wird, führten mehrere 
placebokontrollierte klinische Studien mit definierten Zielvariablen zu einer positiven 
Gesamtbewertung  von  Piracetam  in  der  Behandlung  von  demenziellen 
Erkrankungen.  So  konnte  in  einer  Studie  an  33  Patienten  mit  milder  AD  gezeigt 
werden, dass Piracetam, verabreicht über eine Behandlungsdauer von einem Jahr 
und  einer  Dosis  von  8  g  täglich,  zur  Reduktion  der  Progression  von  kognitiven 
Störungen  führt  (Croisile  et  al.,  1993).  Eine  vergleichende  Studie  zwischen  ACh-
Esterase-Hemmstoffen im Vergleich zu Piracetam zeigte ähnliche Wirksamkeiten der 
beiden  getesteten  Substanzen  auf  (Tsolaki  et  al.,  2001).  In  der  umfassenden 
systematischen  Literaturanalayse  der  Cochrane  Collaboration  ließ  sich  für  den 
globalen klinischen Gesamteindruck für Piracetam ein signifikant positives Ergebnis 
sichern,  nicht  jedoch  für  kognitive  oder  andere  Parameter  (Flicker  and  Grimley, Einleitung 
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2001).  Des  Weiteren  erbrachte  eine  Metaanalyse  aus  dem  Jahr  2002,  bei  der 
insgesamt  19  placebokontrollierte  Doppelblindstudien  an  älteren  Patienten  mit 
Demenz  und  kognitiven  Störungen  eingeschlossen  wurden,  eine  erhöhte 
Wirksamkeit  von  Piracetam  im  Vergleich  zur  Placebobehandlung  (Dedeyn  et  al., 
1996;Waegemans et al., 2002). Allerdings ist das Wirkprinzip von Piracetam noch 
nicht vollständig geklärt. 
 
Man nimmt an, dass Piracetam dosisabhängig an Phospholipide der Zellmembran 
bindet, wodurch sich möglicherweise eine verbesserte Membranstabilität und eine 
Modulation  der  postsynaptischen  Rezeptordichte  mit  Veränderungen  der 
Neurotransmission  und  sich  einer  daraus  resultierenden  Verbesserung  der 
kognitiven Fähigkeiten ergibt (Scheuer et al., 1999). Durch zahlreiche Studien konnte 
gezeigt werden, dass die Wirksamkeit von Piracetam normalerweise mit Zuständen 
gestörter Gehirnfunktion wie z.B. Altern verbunden ist (Muller et al., 1997). So konnte 
gezeigt werden, dass Piracetam die mit dem Alter abnehmende Membranfluidität im 
menschlichen Gehirn als auch in der Maus und in der Ratte erhöht (Muller et al., 
1997). Dies konnte ebenfalls durch Eckert et al. an hippokampalen Membranen von 
Patienten mit sporadischer AD nachgewiesen werden (Eckert et al., 1999), wobei in 
der  Maus  ebenfalls  eine  Verbesserung  der  Membranfluidität  synaptosomaler  und 
mitochondrialer  Membranen  beobachtet  werden  konnte  (Muller  et  al.,  1999).  Des 
Weiteren  werden  noch  eine  Vielzahl  weiterer  Wirkmechanismen  für  Piracetam 
diskutiert  (Jelic  et  al.,  2006).  So  konnten  durch  Gabryel  et  al.  ebenfalls 
neuroprotektive  Effekte  von  Piracetam  auf  Rattenastrozyten  nach  Hypoxie 
beobachtet  werden  (Gabryel  et  al.,  2002).  Weiterhin  konnte  bei  Patienten  mit 
sporadischer  AD  durch  Piracetam  eine  Steigerung  des  erniedrigten  zerebralen 
Glukoseverbrauchs beobachtet werden (Heiss et al., 1988). Mingeot-Leclercq et al. 
konnten in ihrer Studie aufzeigen, dass Piracetam in der Lage ist, die durch Aß29-42 
ausgelöste  Membrandestabilisierung  zu  verhindern  (Mingeot-Leclercq  et  al.,  2003; 
Keil et al., 2006b).  
 Einleitung 
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1.3.5 Neue Therapieoptionen 
Aufgrund der begrenzten Nutzen der gegenwärtigen Medikamente, die derzeitig nur 
die Symptome der AD beeinflussen können, wird die Notwendigkeit von effizienteren 
Therapiemöglichkeiten,  die  darauf  abzielen,  den  zu  Grunde  liegenden 
pathologischen  Vorgängen  bei  der  AD  zu  verlangsamen  oder  ganz  aufzuhalten 
immer  größer.  Ein  Großteil  dieser  neuen  Therapiestrategien  zielt  auf  die 
Beeinflussung  der  Amyloid-Pathologie  ab.  Von  großem  Interesse  hierbei  ist  die 
Reduktion der Bildung von Amyloidablagerungen, welche der so genannten Amyloid-
Kaskaden-Hypothese folgend einen zentralen Baustein der Pathophysiologie der AD 
darstellen  (Hardy  and  Selkoe,  2002;Cummings  and  Cole,  2002).  Hier  sind 
insbesondere  die  in  den  Amyloidmetabolismus  eingreifenden  Substanzen  (α-
Sekretaseaktivatoren,  sowie  β−  und  γ−Sekretaseinhibitoren)  und  Verfahren 
(aktive/passive Immunisierung) zu nennen. 
Insbesondere  eine  Beeinflussung  der  γ-Sekretase,  die  für  das  Zerschneiden  des 
APP in die pathogenen Aß-Peptide verantwortlich ist, stellt ein aussichtsreiches Ziel 
für eine medikamentöse Beeinflussung dar. Erste Studienergebnisse weisen auf eine 
klinische Wirksamkeit bei guter Verträglichkeit der Prüfsubstanz hin (Siemers et al., 
2005). 
Im Gegensatz hierzu scheint die Entwicklung von ß-Sekretase-Hemmstoffen, welche 
die aktive Seite des Enzyms hemmen, schwieriger zu sein. Durch die Aufklärung der 
Kristallstruktur  der  ß-Sekretase  (Hong  et  al.,  2000)  konnten  effektive  Inhibitoren 
entwickelt  werden,  wobei  vor  kurzem  ein  auf  Hydroxyethylen  basierter 
peptidometrischer Inhibitor durch Hom et al. synthetisiert werden konnte (Hom et al., 
2004).  Von  großem  Interesse  sind  ebenfalls  die  Ergebnisse,  die  mit  ß-Sekretase 
knockout-Mäusen erzielt wurden. Diese Mäuse wiesen keine offensichtlichen Defizite 
allerdings ein verändertes Verhalten auf (Roberds et al., 2001;Harrison et al., 2003).  
Ansätze  zur  Immunisierung  transgener  Mäuse  mit  Aβ  lieferten  vielversprechende 
Resultate,  wie  Verhinderung  der  Plaquebildung  in  jungen  Mäusen  und  einer 
Reduktion  der  Plaques  in  älteren  Mäusen,  verbunden  mit  verbesserten 
Gedächtnisleitungen (Schenk et al., 1999;Bard et al., 2000;Janus et al., 2000;Morgan 
et  al.,  2000;Dodart  et  al.,  2002).  Klinische  Studien  an  Patienten  mit  milder  bis Einleitung 
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moderater  AD  mit  aktiver  Aβ-  Immunisierung  mussten  jedoch  nach  Auftreten 
schwerwiegender  Entzündungsreaktionen  im  ZNS  gestoppt  werden  (Selkoe  and 
Schenk,  2003).  Eine  Nachuntersuchung  der  AD-Patienten  mit  hohen 
Antikörperspiegeln  gegen  Aß  zeigte  jedoch  ein  langsameres  Fortschreiten  der 
kognitiven  Defizite  bei  diesen  Patienten  (Hock  et  al.,  2003).  Aus  diesem  Grund 
werden gegenwärtig präklinische Studien mit anti-Aß-Antikörpern durchgeführt. 
Ein  weiterer  wichtiger  Ansatzpunkt  fokussiert  die  Beeinflussung  der  Bildung  von 
neurofibrillären Tangles. Man vermutet, dass durch eine gezielte Inaktivierung der 
GSK-3ß  (Bhat  et  al.,  2004)  oder  der  Cdk5  (Tsai  et  al.,  2004)  und  einer  daraus 
resultierenden  Reduktion  der  Phosphorylierung  des  Tau-Proteins,  eine 
Verminderung  dieser  in  den  chronisch-neurodegenerativen  Prozess  der  AD 
involvierten Noxen erreicht werden könnte. 
Des  Weiteren  zeigten  verschiedene  Studien,  dass  cholesterinsenkende 
Medikamente bei der Verhütung oder sogar der Behandlung der AD nützlich sein 
können.  So  konnten  in  zwei  großen  Beobachtungsstudien  eine  um  60-73% 
verminderte  Prävalenz  der  AD  bei  Personen  beobachtet  werden,  die  eine 
Statintherapie  hatten  (Jick  et  al.,  2000).  In  Studien  mit  Meerschweinchen  und 
transgenen Mäusen konnte durch eine Behandlung mit Statinen die zerebrale Aß-
Konzentration reduziert werden (Fassbender et al., 2001;Petanceska et al., 2002). 
Bei  niedrigen  Cholesterin-Werten  spaltet  die  α-Sekretase  das  APP  physiologisch 
(Kojro et al., 2001), wohingegen bei hohen Cholesterinwerten die ß-Sekretase zur 
Entstehung von Amyloidplaques führt (Simons et al., 1998). Trotz Hinweisen auf die 
Wirksamkeit dieses Ansatzes (Wolozin et al., 2000;Jick et al., 2000), wurde bis heute 
in retrospektiven Kurzzeitstudien bei der Anwendung mit Statinen in der Behandlung 
der AD nur ein geringer Erfolg verzeichnet (Simons et al., 2002). Einleitung 
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1.4 Ziel der Arbeit 
Hauptcharakteristika  der  AD  sind  extrazelluläre  Plaques,  bestehend  aus  dem 
Amyloid-ß-Peptid  und  intrazelluläre  neurofibrilläre  Bündel,  bestehend  aus 
hyperphosphoryliertem  Tau-Protein,  welche  beide  in  ähnlicher  Weise  bei  der 
familiären  und  der  sporadischen  Form  der  Alzheimer-Krankheit  auftreten.  Dieser 
Umstand  deutet  daraufhin,  dass  möglicherweise  gemeinsame  Endpunkte 
pathogenetischer Mechanismen bei beiden Krankheitsformen vorliegen. Allerdings ist 
bisher  wenig  über  die  intrazellulären  zugrunde  liegenden  Mechanismen  dieser 
beiden histopathologischen Merkmale hinsichtlich der Ausbildung der AD-Pathologie 
bekannt. 
Da  vorhergehende  Untersuchungen  gezeigt  haben,  dass  mitochondriale 
Veränderungen eine zentrale Rolle bei der AD spielen, war das Ziel dieser Arbeit die 
mitochondriale Funktion bzw. Dysfunktion im Zusammenhang mit der Aß-Pathologie, 
der  Tau-Pathologie  und  dem  Alter  im  Detail  zu  untersuchen.  Die  durchgeführten 
Untersuchungen  basierten  auf  den  bisherigen  Befunden  der  Arbeitsgruppe  und 
stellten eine Fortführung der viel versprechenden Studien mit Zellsystemen (PC12, 
HEK und SY5Y) und dissoziierten Hirnzellen dar. 
Um  die  AD-relevanten  mitochondrialen  Veränderungen  im  Detail  zu  untersuchen, 
wurden  in  dieser  Arbeit  isolierte  Mitochondrien  von  Thy-1  APP  und  P301L-Tau 
transgenen  Mäusen  verwendet.  Thy-1  APP  transgene  Tiere  exprimieren  die 
schwedische  Doppelmutation  (KM670/671NL)  sowie  die  London  Mutation  (V717L) 
des APP-Proteins unter der Kontrolle des murinen Thy-1 Promoters (Blanchard et al., 
2003).  Die  Mäuse  weisen  erhöhte  Aß-Level  ab  einem  Alter  von  3  Monaten  auf. 
Weiterhin sind erste Plaques bei diesen Tieren bereits ab einem Alter von 6 Monaten 
zu  detektieren  (Blanchard  et  al.,  2003),  wodurch  sie  ein  äquivalentes  Modell  zur 
Pathogenese der FAD darstellen. Demgegenüber überexprimieren P301L transgene 
Mäuse  das  Tau-Protein  mit  der  Mutation  P301L.  Diese  Mäuse  weisen  eine 
Anhäufung von hyperphosphoryliertem Tau-Protein auf, sowie kommt es in diesen 
Tieren ab einem Alter von 6 Monaten zur NFT-Formation (Gotz et al., 2001b).  Einleitung 
  51 
Thy-1  APP  transgene  Tiere  zeigen  je  nach  Alter  unterschiedliche  Ausmaße  an 
extrazellulären Ablagerungen bestehend aus dem Amyloid-beta-Peptid, wohingegen 
Taumäuse  ebenfalls  altersabhängig  neurofibrilläre  Bündel  aus 
hyperphosphoryliertem  Tauprotein  ausbilden.  Hierdurch  waren  diese  beiden 
transgenen Tierlinien geeignet, den Einfluss von Aß bzw. Tau im Zusammenhang mit 
dem Alter auf die mitochondriale Funktion zu untersuchen. 
Zur  Bestimmung  der  mitochondrialen  Funktion  diente  die  mitochondriale 
Membranpotentialmessung mittels des Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamine 123. Das 
mitochondriale Transmembranpotential stellt einen wichtigen und sensiblen Marker 
der  mitochondrialen  Funktion  dar.  Aufgrund  dessen  wurde  es  zum  einen  basal 
bestimmt,  sowie  nach  oxidativem  und  nitrosativem  Stress.  Hierzu  wurden  die 
isolierten  Mitochondrien  zusätzlich  mit  Wasserstoffperoxid  (H2O2)  und 
Natriumnitroprussid  (SNP),  einem  NO-Donor  behandelt  und  anschließend  das 
Membranpotential  mittels  R123  bestimmt.  Des  Weiteren  wurden  die  isolierten 
Mitochondrien mit spezifischen Komplexinhibitoren behandelt um erste Aufschlüsse 
über  mögliche  Defekte  der  Atmungsketten-Komplexe  zu  erhalten.  Zur  weiteren 
Charakterisierung wurden durch direkte Messmethoden die Komplex I- und Komplex 
IV-Aktivitäten  bestimmt.  Zusätzlich  wurden  die  Atmungsraten  von  Thy-1  APP  und 
P301L transgenen Mäusen unterschiedlicher Altersstufen im Vergleich jeweils gleich 
alter nicht transgener Mäuse mittels einer Sauerstoffelektrode bestimmt. Weiterhin 
wurde  der  Einfluss  des  Alters  auf  die  mitochondriale  Funktion  untersucht.  Hierzu 
wurde  die  Funktion  isolierter  Mitochondrien  unterschiedlich  alter  NMRI-Mäuse, 
welche keinerlei Mutationen aufweisen und somit den Einfluss des Alters alleine auf 
die  mitochondriale  Funktion  widerspiegeln,  ebenfalls  mit  den  oben  erwähnten 
Parametern getestet.  
Abschließend  sollte  überprüft  werden,  inwiefern  derzeitig  eingesetzte 
Therapieoptionen, wie Ginkgo biloba Extrakt und Piracetam möglicherweise einen 
protektiven  Effekt  auf  die  mitochondriale  Funktion  ausüben.  Zu  diesem  Zweck 
wurden Behandlungsstudien mit jungen und alten NMRI-Mäuse mit Ginkgo biloba 
Extrakt  oder  Piracetam  durchgeführt.  Durch  Bestimmung  des  Membranpotentials 
ohne und mit H2O2, SNP und Komplexinhibitoren wurde der Effekt von Ginkgo biloba 
und Piracetam auf die Funktion isolierter Mitochondrien überprüft.  Material und Methoden 
  52 
2  Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Geräte und Materialien 
￿  Autoklav Modell Bioclav, Firma Schütt Labortechnik, Göttingen 
￿  Blockthermostat Modell HB-130, Firma CLF, Emersacker 
￿  Brutschrank Modell BB 6 220 Firma Heraeus, Hanau 
￿  Deckgläschen, Firma Fischer (Merck), Darmstadt 
￿  Feinwaage Modell AB204, Firma Mettler, Giessen, Schweiz 
￿  Feinwaage Modell AT261, Firma Mettler, Giessen, Schweiz 
￿  Fluoreszenzmikroskop  Modell  Eclipse  %800  mit  Kamera,  Firma  Nikon, 
Düsseldorf 
￿  Kühlzentrifuge Modell J2-21 mit JA-20 und JA-20.1 Rotor, Firma Beckman, 
München 
￿  Kühlzentrifuge Modell Microfuge, Firma Beckmann, München 
￿  Kühlzentrifuge Modell RC 5c Plus, Rotor SS-34, Firma Sorvall, Hanau 
￿  Kühlzentrifuge Modell Microfuge, Firma Beckmann, München 
￿  Kühlzentrifuge Modell Allegra 6R, Firma Beckmann, München 
￿  Magnetrührer, Modell Variamag, Firma Mono, München 
￿  Mikro-Kühlzentrifuge Modell Mikrofuge R, Firma Nunc, Wiesbaden 
￿  Orbitalschüttler, Promax 1 020, Firma Heidolph, Kelkheim 
￿  Parafilm, Firma Roth, Karlsruhe 
￿  Pasteur-Pipetten, Firma Fischer (Merck), Darmstadt 
￿  PH-Meter Modell CG825, Firma Schott, Hofheim 
￿  Photometer  für  Mikrotiterplatten  Modell  Digiscan,  Firma  Asys  Hightech, 
Eugendorf 
￿  Pipetten  Modelle  Pipetman  2,  10,  20,  100,  1  000,  5  000µl,  Firma  Abimed, 
Langenfeld 
￿  Pipettierhilfe Modell vacu-petus, Firma Qualilab, Heidelberg Material und Methoden 
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￿  Plastik-Pipetten  (steril),  5ml,  10ml,  25ml,  Firma  Greiner  Labortechnik, 
Frickenhausen 
￿  Potter, Glashomogenisator mit Teflonpistill, Firma B. Braun, Melsungen 
￿  Quarzküvetten, Firma Zeiss, Jena 
￿  Reaktionsgefäße 1, 5, 2 ml, Firma Eppendorf, Hamburg 
￿  Sicherheitswerkbank Modell DLF/Rec 4, KL 2 A , Firma Heraeus, Hanau 
￿  Spektralphotometer Modell -2 000, Firma Hitachi, München 
￿  Transferpipetten Modell E800 10-100µl und 100-300µl, Firma Brand, wertheim 
￿  Vortexer Modell Reax 2 000, Firma Heidolph, Kelkheim 
￿  Wasserbad Modell 1 002, Firma GFL, Burgwedel 
 
2.1.2 Chemikalien 
2-Thenoyltrifluoroaceton (TTFA)        Sigma-Aldrich, Steinheim  
Agarose              Merck, Darmstadt 
Antimycin A              Sigma-Aldrich, Steinheim 
Blue juices (Gel-Ladepuffer)        Invitrogen, Karlsruhe 
Bovines Serum Albumin (BSA)  Roche, Mannheim 
Calciumchlorid (CaCl2)  Merck, Darmstadt 
Carbonyl cyanide 4- 
trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP)  Fluka, München 
Complete, Protease Inhibitor Tabletten  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  Merck, Darmstadt 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)      Sigma-Aldrich, Steinheim 
Eisentrichlorid (FeCl3)  Sigma-Aldrich, Steinheim  
Ethanol (EtOH)  Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ginkgo-biloba Extrakt (EGb761)  Schwabe, Karlsruhe 
Hank`s Balanced Salt, Ca
2+- und Mg
2+- frei (HBSS)  Sigma-Aldrich, München  
Hydroxyethylpiperazinethansulfonat (HEPES)  Merck, Darmstadt 
Kaliumchlorid (KCl)  Merck, Darmstadt 
Magnesiumchlorid (MgCl2)  Merck, Darmstadt 
Methanol (MeOH)  Merck, Darmstadt Material und Methoden 
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Natriumchlorid (NaCl)  Merck, Darmstadt 
Natriumnitroprussid (SNP)  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Oligomycin (OM)  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Piracetam  UCB, Belgien  
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Rhodamin 123 (R 123)  Calbiochem, Darmstadt 
Rotenon  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Saccharose, Sigma Ultra >99,5%  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Salzsäure (HCl)  Merck, Darmstadt 
ß-Amyloid1-42, globulomer (Aß1-42oligo.)  Abbott Laboratories,  
ß-Amyloid1-42, Lot: 0535120 (Aß1-42fibr.)  Bachem, Heidelberg   
ß-Amyloid1-42, monomer (Aß1-42mono.)  Abbott Laboratories,  
ß-Amyloid1-42, solid powder (Aß1-42fibr.)  Abbott Laboratories,  
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)  Merck, Darmstadt 
Wasserstoffperoxid (H2O2)  Sigma, München 
 
2.1.3 Kits und Antikörper 
Kits 
 
Bio-Rad DC Protein Assay (Lowry)  Bio Rad, München 
Cell Proliferations Kit I (MTT-Assay)  Roche, Mannheim 
Cytochrome c Oxidase Assay Kit  Sigma-Aldrich, Schnelldorf 
DNeasy® Tissue Kit  Qiagen, Hilde 
Master Taq Kit (PCR)  Eppendorff, Hamburg 
 
2.1.4 Puffer und Lösungen 
Alle  verwendeten  Puffer  und  Lösungen  wurden  mit  den  unter  1.1.1.  aufgeführten 
Reagenzien  in  analytischer  Reinheit  und  gereinigtem  Millipore-Wasser  hergestellt. 
Der  pH-Wert  wurde  mit  einem  Photometer  der  Marke  Schott  Modell  CG  825 
(Hofheim)  eingestellt.  Das  pH-Meter  wurde  jeden  Tag  vor  Gebrauch  mittels 
geeigneter Kalibrierungslösungen (pH 7 und pH 4) neu kalibriert.  Material und Methoden 
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2.1.4.1 Puffer 
Hank`s Balanced Salt Solution (HBSS)-Puffer (pH 7,4) 
Zur Herstellung dieses Puffers wurde zunächst HBSS-Fertigpulvermedium in 990 ml 
Millipore-Wasser gelöst. Anschließend wurden je 5 ml CaCl2-Lösung (200 mM) und 
MgSO4-Lösung (200 mM) sowie 2,358 g HEPES hinzugefügt. Nachfolgend wurde 
der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und der Puffer bei 4° C aufbewahrt. 
 
Puffer-Sauerstoffverbrauchsmessungen (pH 7,0) 
65 mM   Saccharose  
10 mM  Kalium-Phosphat 
10 mM   Tris-HCl 
10 mM   MgSO4 
2 mM    EDTA 
 
Puffer-Komplex I Messungen (pH 7,2) 
2 mM    Na
+/MOPS 
50 mM    NaCl 
2 mM    KCN 
 
Mitochondrien-Isolierungs-Puffer (pH 7,5) 
210 mM   Mannitol 
70 mM   Saccharose 
10 mM   HEPES 
1 mM    EDTA 
0,45 %   BSA 
0,5 mM   DTT 
Protease Inhibitor Tablette (complete
R) 
 
Puffer für DNA Gelelektrophorese  
TAE Puffer (pH 7,4)  
4,84 g   Tris 
1,142 ml   Essigsäure 
1 mM    Na EDTA     in 1 l Millipore Wasser  Material und Methoden 
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Tris-Puffer 5 mM:  
Zur Herstellung dieses Puffers wurden 1,21 g/ml Tris in 2 l Millipore-Wasser gelöst 
und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt.  
 
TBST (10x) 
24,2 g   Tris 
80 g    NaCl 
13 ml    HCl konz. 
5 ml    Tween 20 
Der Puffer wurde auf einen pH-Wert von 7,8 eingestellt. 100 ml wurden mit 900 ml 
ddH2O2 verdünnt.  
 
Saccharosepuffer für BN-Page (pH 7,0) 
250 mM Sucrose  
20 mM NaPi 
 
Solubilisierungspuffer für BN-Page (pH 7,0) 
50 mM    NaCl  
50 mM     Imidazole/HCl  
2 mM      6-Aminohexan-Säure  
1 mM      EDTA  
 










Tricin (mM)  50  50  -  - 
Imidazol (mM)  7,5  7,5  25  75 
Coomassie blue (%)  0,02  0,002  -  - 
6-Aminohexanioc Säure  -  -  -  1,5 
pH  ~ 7,0  ~ 7,0  7,0  7,0 
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2.1.4.2 Lösungen 
Rhodamine 123-Stammlösung (R123): 
Rhodamine  123  wurde  in  einer  Konzentration  von  100  mM  in  DMSO  gelöst.  Die 
weiteren Verdünnungen erfolgten mit HBSS. 
 
2.2 Mäuse 
Alle  für  die  Versuche  verwendeten  Mäuse  wurden  im  zentralen  Tierstall  des 
pharmakologischen Instituts in Standard-Altrominkäfigen (Makrolon Typ II, Altromin 
GmbH, Deutschland) mit je maximal 6 Tieren pro Käfig gehalten. Die Tiere hatten 
freien Zugang zum Futter (Standard 1320 Ratte/Maus Haltungsdiät, Altromin GmbH, 
Deutschland) und zum Wasser ad libitum. Die Käfige enthielten neben Streu eine 
Plastikrolle und einige Cellulosetücher. Die Temperatur im Tierstall betrug konstant 
25°   Celsius  bei  ebenfalls  konstanter  Luftfeuchtigke it.  Der  Tag/Nacht-Rhythmus 
(Hell/Dunkel-Rhythmus)  betrug  12  Stunden.  Alle  Käfige  wurden  1mal  wöchentlich 
gereinigt und mit Perform desinfiziert.  
Vor  den  Versuchen  wurde  der  Gesundheitszustand  der  Tiere  in  Augenschein 
genommen,  und  nur  gesunde  Tiere  wurden  für  die  Experimente  verwendet.  Des 
Weiteren wurden die Experimente unter Berücksichtigung der Tierschutzgesetze zur 
Haltung und zum Umgang mit Tieren durchgeführt.  
 
2.2.1 NMRI-Mäuse 
Für  Vorversuche,  Alterungsstudien  und  in  vivo  Untersuchungen  mit  Ginkgo  oder 
Piracetam wurden in dieser Arbeit NMRI-Mäuse (Naval Medical Research Institute) 
von  der  Firma  Harlan-Winkelmann  GmbH  verwendet.  Die  Tiere  wurden  in  einem 
Alter von 3 Monaten von der Firma geliefert und alterten bis zu den entsprechenden 
Altersstufen  im  Tierstall  des  Biozentrums.  NMRI-Mäuse  unterliegen  als 
Auszuchtstamm einer ständigen Veränderung des Genpools durch Auskreuzen der 
Tieren und weisen insofern einen heterogenen genetischen Hintergrund auf.  
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2.2.2 C57BL/6J-Mäuse 
Als  weiteres  Tiermodell  wurden  in  dieser  Arbeit  Mäuse  vom  Stamm  C57BL/6J 
verwendet. C57BL/6J@ICO Mäuse stammen von Iffa Credo, Frankreich. C57BL/6J 
Mäuse wurden 1921 von C.C. Little aus einer Kreuzung der weiblichen N° 57 mit der 
männlichen  N° 52  des  Bestandes  von  “Miss  Abby  Lathro p“  entwickelt.  Die 
Weiterzucht ab der Generation F22 erfolgte nach 1948 durch das Jackson Labor und 
ab dem Jahr 1981 durch IFFA-CREDO. 
 
2.2.3 Transgene Mäuse 
2.2.3.1 Thy-1 APP transgene Mäuse 
Thy-1  APP  transgene  Mäuse  exprimieren  die  751  lange  Aminosäureform  des 
humanen  APP  mit  der  Schwedischen  (KM670/671NL)  und  der  London  Mutation 
(V717L) unter der Kontrolle des murinen Thy-1 Promoters (Blanchard et al., 2003). 
Der Thy-1 Promoter führt zu einer erhöhten und selektiven Expression in Neuronen. 
Des Weiteren wurde zur Optimierung der Expression ein Kozak-Element in die 5`-
UTR-Region des APP-Gens eingefügt. Zusätzlich enthält die APP751-Isoform die 56 
AS große Kunitz-Protease Inhibitor Region. Es konnte gezeigt werden, dass diese 
Region  für  eine  veränderte  APP-Prozessierung  verantwortlich  ist,  wodurch  es  zu 
erhöhten Aß-Leveln in Zellkulturen kommt (Ho et al., 1996). Thy-1 APP transgene 
Mäuse  weisen  erhöhte  Aß-Level  ab  einem  Alter  von  3  Monaten  auf,  wobei  erste 




P301L-Tau transgene Mäuse (P301L-Mäuse) exprimieren die längste Tau-Protein-
Isoform  (hTau40-Protein)  mit  der  human-pathogenen  Mutation  P301L  unter  der 
Kontrolle des Neuronen-spezifischen Promoters mThy1.2 (Gotz et al., 2001a). Diese 
Isoform enthält das Exon 2 und 3, sowie 4 Mikrotubuli-Bindungsdomänen (2+3+4R, 
human tau40). Phänotypisch gesehen zeigen diese Mäuse abnormale Tau-Filament 
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Für  die  Versuche  wurden  unterschiedliche  Altersstufen  verwendet,  welche 
verschiedenen Stadien in der Entwicklung einer Tau-Pathologie entsprechen. P301L-
Mäuse  zeigen  bereits  ab  einem  Alter  von  3  Monaten  eine  Tau-
Hyperphosphorylierung  auf  (Gotz  et.  al.  2001a).  NFT-Formation  beginnt  ab  6 
Monaten (Gotz, 2001). 
 
2.3 Mausschwanzbiopsien 
Die  Isolierung  der  genomischen  DNA  aus  Mausschwanzspitzengewebe  wurde 
mittels  des  „DNeasy  tissue  Kits“  nach  dessen  genauer  Arbeitsanweisung 
vorgenommen. Alle Schritte erfolgten unter aseptischen Bedingungen um mögliche 
Kreuzkontaminationen zwischen den unterschiedlichen DNA-Proben zu vermeiden. 
 
Vorab wurden die nicht charakterisierten Mäuse mit durchnummerierten Ohrclips zur 
späteren  Identifikation  versehen.  Nach  Betäubung  der  Mäuse  mittels  Isofluran, 
erfolgte die Mausschwanzspitzenbiopsie, bei der mit Hilfe einer vorher desinfizierten 
Schere circa 0,5 mm vom Schwanzende entfernt wurden. Das so erhaltene Gewebe 
wurde anschließend mit einem ebenfalls desinfizierten Skalpell zerkleinert und einem 
Proteinkinase K-Verdau (Proteinkinase K 1:10 verdünnt in Lysepuffer) über Nacht bei 
55° C  im  Schüttelwasserbad    ausgesetzt.  Am  darauf  fo lgenden  Tag  wurden  die 
Proben  gemäß  der  Herstellerangaben  weiterbearbeitet.  Die  Isolation  mit  dem 
„DNeasy Tissue Kit“ beruht wie alle DNA-Isolationsverfahren auf einer Verdauung 
des  Gewebes  und  einer  anschließenden  Aufreinigung  der  so  freigesetzten  DNA. 
Hierzu  wurden  im  nächsten  Schritt  zunächst  störende  Fellbestandteile  mit  einem 
Ethanol-haltigen  Puffer  aufgeschlemmt  und  im  Anschluss  daran  abzentrifugiert 
(13.000  rpm,  5  min,  RT).  Daraufhin  wurde  die  DNA  an  eine  DNeasy  Mini-Säule 
gebunden  und  in  mehreren  Schritten  durch  Zugabe  von  Waschpuffern  und 
anschließender  Zentrifugation  von  Stoffen  befreit,  die  sich  bei  der  PCR  störend 
auswirken könnten. Im letzten Schritt wurde die DNA mit 200 µl AE-Puffer (Ethanol-
frei)  von  der  Säule  eluiert  und  stand  nunmehr  in  reiner  Form  für  die  PCR-
Amplifikation zur Verfügung.  
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2.4 Polymerase-Kettenreaktion 
Zur Identifizierung von Thy-1 APP transgenen Mäusen wurde die Expression des 
humanen APP und des murinen fetalen Hämoglobins als interne Kontrolle für die 
DNA-Isolation mittels PCR nachgewiesen. Die PCR-Amplifikation wurde mittels des 
„MasterTaq Kits“ von Eppendorf durchgeführt. Nach Herstellerangaben beinhaltete 
der PCR Mix pro PCR-Ansatz (25 µl Endvolumen):  
 
￿  1 U Taq-DNA-Polymerase 
￿  2 µM des jeweiligen Primers 
￿  0.2 mM dNTPs 
￿  1 µl der zuvor eluierten DNA-Probe  
￿  Puffer 
 
Im ersten Schritt wurden die Proben zunächst auf 94° C für 5 Minuten erhitzt. Daran 
schlossen sich insgesamt 35 Amplifikations-Zyklen mit jeweils 1 Minute bei 94° C, 1 
Minute  bei  55° C  und  1:30  Minuten  bei  72° C  an.  Nach  der  Reaktion  wurden  die 
Proben auf 4° C herunter gekühlt und bis zur Gelektr ophorese bei dieser Temperatur 
aufbewahrt.  
 
Für die PCR wurden die folgenden Primer verwendet: 
Humanes APP   
„sense“  5'-GTA GCA GAG GAG GAA GAA GTG-3' 
„antisense“  5'-CAT GAC CTG GGA CAT TCT C-3' 
MFH   
„sense“  5'-GAT CAT GAC CGC CGT AGG-3' 
„antisense“  5'-CAT GAA CTT GTC CCA GGC TT-3' 
 
Für die PCR-Reaktion wurden als Positivkontrolle Templates der APP751 DNA und 
als Negativkontrolle autoklaviertes Millipore Wasser verwendet.  
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2.5 Gelelektrophorese 
Zur Überprüfung der PCR-Amplifikation wurden 15 µl der erhaltenen PCR-Produkte 
gemeinsam  mit  jeweils  1  µl  Blue  juice  10x  Gelladepuffer  auf  ein  1%,  mit 
Ethidiumbromid versetztes Agarosegel aufgetragen. Zur Herstellung des Gels wurde 
zunächst 1 g Agarose in 100 ml TAE-Puffer durch Erhitzen auf 100° C gelöst. Nach 
kurzem Abkühlen wurde die Agaroselösung mit 8 µl/100 ml Ethidiumbromidlösung 
versetzt. Das noch flüssige Agarosegel wurde daraufhin in ein 10x25 cm Bio Rad 
Sub  Zell  Model  mit  zwei  51-Well  Kämmen  gegossen  und  1  Stunde  lang 
auspolymerisiert. Das feste Gel wurde daraufhin in eine mit TAE-Puffer gefüllte Sub 
Cell Kammer eingespannt und mit den Proben beladen. Die Auftrennung der DNA 
erfolgte durch Anlegung einer Spannung von 80 Volt für eine Stunde mit Hilfe des 
Bio Rad Power Pac 300 Set. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die DNA-
Banden durch einen UV-Transilluminator (Herolab) sichtbar und zur Vereinfachung 
der  späteren  Auswertung  mit  einer  Videokamera  (Kodac)  fotographiert  und 
ausgedruckt (vergleiche Abbildung 2.1). 
 
1        2       3        4 
 
 
Abbildung 2-1: Beispiel einer Gelelektrophorese zur Genotypisierung der transgenen Mäuse 
PCR  Reaktionsprodukte  der  isolierten  DNA  Proben  aus  Mausschwanzgewebe  wurden  mittels 
Elektrophorese in einem Agarosegel mit Ethidiumbromid aufgetrennt.  
Spur 1: Positivkontrolle des APP751 (425 bp); Spur 2: Negativkontrolle (nur Wasser); Spur 3: keine 
Bande ￿ nicht transgene Maus; Spur 4: Bande bei 425 bp--> Thy-1 APP transgene Maus 
 
Die PCR-Reaktion ergibt ein 425 bp großes Produkt für die Positivkontrolle und die 
DNA-Proben von transgenen Mäusen und ein 311 bp großes Produkt für MFH.  
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2.6 Blue-Native (BN) Gelelektrophorese 
2.6.1 Aufarbeitung der Proben 
Die Mäuse wurden zunächst durch Überstreckung und anschließender Dekapitation 
getötet. Nach Präparation des Gehirns wurde dieses mittels PBS gewaschen und 
gewogen. Im Anschluss daran wurden die Mäuse-Gehirne mit Saccharose-Puffer auf 
100 mg Feuchtgewicht/ml eingestellt. Weiterhin wurden die Gehirn-Stückchen bis zu 
weitgehender Homogenität gepottert (etwa 20 x 2000 rpm). Das so erhaltene Hirn-
Homogenat wurde zu jeweils 20 mg Feuchtgewicht (entspricht 200 µl) aliquotiert und 
10 Minuten bei 10.000 x g bei 4° C zentrifugiert. Da s Pellet konnte hierbei bis zur 
weiteren  Verwendung  mittels  flüssigen  Stickstoffs  schockgefroren  und  bei  –80° C 
gelagert  werden.  Das  Pellet  wurde  im  Anschluss  mit  70  µl  Solubilisierungslösung 
NaCl/Imidazol (50/50) versetzt und gründlich gemischt. Daraufhin wurden 10 µl einer 
20%-igen Laurylmatosid-Lösung hinzugefügt und 5-10 Minuten inkubiert. Nach der 
Inkubation erfolgte eine weitere Zentrifugation bei 100.000 g für 15 Minuten bei 4° C. 
Der so erhaltene Überstand wurde mit 10 µl 5%-iger SBG-Lösung (5 µl Serva Blue 
G-250-Lösung  in  50%-iger  Glycerin)  versetzt  und  konnte  hiernach  auf  das  Gel 
aufgetragen werden.  
 
2.6.2 BN-Gelelektrophorese 
Zur  Auftrennung  von  nativen  Membrankomplexen  wurde  die  Blue-Native  (BN)  - 
Gelelektrophorese  nach  Schagger  und  Jagow  (1991)  angewandt.  Die  Proteine 
bleiben  bei  BN-Gelelektrophorese  im  Unterschied  zu  der  SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese  in  ihrer  dreidimensionalen  Struktur  weitgehend  erhalten.  Sie 
werden  durch die  Beladung  mit  dem  sauren  Coomassie-Farbstoff  (Serva  Blue  G-
250) negativ geladen und wandern dadurch im elektrischen Feld entsprechend ihres 
Molekulargewichtes. Der Farbstoff bindet an die hydrophoben Oberflächenstrukturen 
der Proteine und zerstört weder ihre Struktur noch ihre biologische Funktion. Durch 
die  Beladung  werden  die  Proteine  nur  leicht  beeinflusst.  Zur  Auftrennung  der 
mitochondrialen Komplexe wurden 3,5%/4-13%-ige Gradientengele verwendet. Material und Methoden 
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  Sammelgel  Gradienten-Trenngel 
  3,5 % Acrylamid  4 % Acrylamid  13 % Acrylamid 
AM-3 Mix  0,4 ml  1,5 ml  3,9 ml 
Gelpuffer 3 x  2 ml  6 ml  5 ml 
Glycerol  -  -  3 g 
Wasser  3,4 ml  10,4 ml  3 ml 
Totales Volumen  6 ml  18 ml  15 ml 
       
10 % APS  50 µl  100 µl  75 µl 
TEMED  5 µl  10 µl  7,5 µl 
 
Tabelle 2.1Pipettierschema Gradientengel 
 
Sobald  die  Proben  auf  die  Gele  aufgetragen  wurden,  wurde  die  vertikale 
Elektrophorese bei konstanter Spannung durchgeführt (100 V bei der Passage durch 
das  Sammelgel,  danach  500  V  für  ca.  5  Stunden).  Als  Kathodenpuffer  diente 
zunächst ein Puffer mit 0,02% (w/v) Coomassie-Brilliant-Blau G-250. Nach der Hälfte 
der Zeit wurde dieser durch einen Kathodenpuffer mit 1/10 des Coomassie-Brilliant-
Blau Farbstoffes, aber sonst gleicher Zusammensetzung ersetzt. 
 
2.6.3 Auftrennung von Proteinkomplexen in der zweiten 
Dimension (2D-Analyse) 
Bei  der  Gelelektrophorese  in  zwei  Dimensionen  erfolgten  nacheinander  eine  BN-
Gelelektrophorese und eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Nach Abschluss 
der  BN-Gelelektrophorese  (vergleiche  Kapitel  2.6.2)  wurde  der  weiter  zu 
untersuchende Teil des Gels in Form eines 18 mm breiten Streifens vom Rest des 
Gels  abgetrennt  und  zunächst  für  20  Minuten  mit  1%-iger  SDS-Lösung  inkubiert. 
Nach  gutem  Spülen  des  Gelstreifens  wurde  dieser  zwischen  zwei  Glasplatten 
gespannt,  ein  10%-iges  SDS-Acrylamidgel  gegossen  und  die  SDS-Polyacrylamid-
Elektrophorese als zweite Dimension durchgeführt. Der Gel-Lauf erfolgte bei 200 V 
(max. 90 mA) mit einer Einlaufphase bei 100 V. Material und Methoden 
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2.6.4 Coomassie-Färbung 
Zum Fixieren und Anfärben von Proteinbanden wurden die BN-2-D-Gele für mind. 30 
Minuten in einer Farblösung (0,025% (w/v) Serva-Blau G-250, 10% (v/v) Essigsäure, 
30% (v/v) Methanol in Wasser) geschwenkt. Das anschließende Entfärben erfolgte in 
der Entfärberlösung (10% (v/v) Essigsäure, 30% (v/v) Methanol in Wasser), bis die 
angefärbten Proteinbanden ausreichend zu erkennen waren.  
 
2.7 Isolierung von Mitochondrien aus dem Maushirn 
Die Isolierung der Mitochondrien wurde modifiziert nach der Methode nach Eskes et 
al. (1998) durchgeführt.  
Zur Isolierung von Mitochondrien aus murinen Gehirnen wurden die Mäuse zunächst 
durch Überstreckung und anschließender Dekapitation getötet. Nach Präparation des 
Gehirns wurde dieses mittels eines Skalpells vorsichtig zerkleinert und im Anschluss 
daran  in  ein  vorher  auf  Eis  gekühltes  2  ml  Pottergefäß  überführt.  Die  Gehirn-
Stückchen  wurden  in  2  ml  Mitochondrienpuffer  bis  zu  weitgehender  Homogenität 
gepottert (etwa 15 x 400 rpm). Zur Abtrennung grober Zelltrümmer und der Zellkerne 
wurde zunächst einmal 7` bei 1.400xg zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig 
dekantiert  und  daraufhin  erneut  3`  bei  1.400xg  zentrifugiert.  Zur  Gewinnung  der 
Mitochondrien  wurde  der  Überstand  5`  bei  10.000xg  zentrifugiert.  Der  Überstand 
wurde dekantiert und die Pellets in 1 ml Mitochondrienpuffer durch vorsichtiges Auf- 
und Abpipettieren resuspendiert. Die so erhaltene Suspension wurde erneut für 3` 
bei 1.400xg und der daraus resultierende Überstand wiederum für 5’ bei 10.000xg 
zentrifugiert.  Das  Pellet,  welches  freie  Mitochondrien  und  Synaptosomen  enthielt, 
wurde in einem möglichst kleinen Volumen Mitochondrienpuffer aufgenommen und 
direkt im Anschluss daran weiter verwendet. 
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2.8 Proteinbestimmung mittels der Lowry-Methode 
Bei der Proteinbestimmung nach Lowry wird ein Kupfer-Zink-Komplex in alkalischer 
Lösung gebildet (Lowry et al., 1951). Dieser Komplex reduziert ein Phosphomolybdat 
-Phosphowolfram-Reagenz (Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagenz), wobei eine intensiv-
blaue Färbung entsteht. 
In einer 96-Lochplatte wurden 5 µl Probe (in geeigneter Verdünnung) bzw. Leerwert 
(HBSS-Puffer) oder Standard in HBSS-Puffer pipettiert. Dazu wurden zunächst 25 µl 
Reagenz A und daraufhin 200 µl Reagenz B zugefügt. Nach 15 Minuten Inkubation 
auf  dem  Schüttler  konnte  die  Absorption  bei  620  nm  abgelesen  werden.  Die 
Standargerade erstreckte sich von 1 bis 5 µg/µl.  
 
2.9 MTT-Assay 
Der  erstmals  von  Mosmann  et  al.  (1993)  beschriebene  MTT-Test  dient  zur 
Bestimmung der Bioaktivität/Vitalität von Zellen bzw. der Aktivität der mitochondrialen 
Dehydrogenasen.  Die  Methode  beruht  auf  der  enzymatischen  Reduktion  des 
löslichen,  gelben  Tetrazoliumsalzes  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-
zoliumbromid (MTT) zu einem blauen und unlöslichen Formazan, dessen Absorption 
zwischen 550 und 600 nm vermessen werden kann (vergleiche Abbildung 2.2).  
Für die Bestimmung der Aktivität von isolierten Hirn-Mitochondrien wurde der „Cell 
Proliferation Kit I“ (Firma Roche, Mannheim) verwendet. Für die Messung wurden 
jeweils 50 µl Mitochondriensuspension in Mitochondrien-Puffer bzw. für den Leerwert 
nur  Mitochondrien-Puffer  in  einer  96-Well-Mikrotiterplatte  für  die  jeweiligen 
Inkubationsdauern auf dem Schüttelwasserbad bei 37°C inkubiert. Jeweils 2 Stunden 
vor Ende der jeweiligen Inkubationszeit wurden 20 µl MTT-Reagenz dazu pipettiert 
und  die  Reaktion  mit  jeweils  100  µl  Solubilisationslösung  beendet.  Die  hierdurch 
gebildeten Formazinkristalle wurden letztendlich über Nacht gelöst (mikroskopische 
Kontrolle)  und  am  darauf  folgenden  Tag  die  Absorption  im 
Mikrotiterplattenphotometer bei 570 nm (Referenzwellenlänge 620 nm) bestimmt.  Material und Methoden 
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.   
Abbildung 2-2: Reduktion von MTT zu Formazan  
 
Zur  Etablierung  von  Messungen  mit  isolierten  Mitochondrien,  wurde  zunächst  die 
maximal mögliche Inkubationsdauer für nachfolgenden Versuche mittels eines MTT-
Assays  bestimmt.  Hierzu  wurde  die  Viabilität  isolierter  Mitochondrien  über  einen 
Zeitraum von sechs Stunden untersucht. Es zeigte sich, dass die Lebensfähigkeit der 
Mitochondrien bereits nach zwei Stunden rapide abnahm (vergleiche Abbildung 2.3), 
so  dass  für  nachfolgende  Experimente  ein  Zeitfenster  von  zwei  Stunden  nach 
Isolierung festgelegt wurde. Zwar minimierte dies die Möglichkeiten der Experimente, 
allerdings konnte so gewährleistet werden, dass mögliche Effekte nicht aufgrund der 
stark abnehmenden Viabilität verursacht wurden. 
 








































Abbildung 2-3: Viabilitätsbestimmung von isolierten Mitochondrien  
Viabilität von isolierten Mitochondrien, gemessen mittels der MTT-Reduktion über einen Zeitraum von 
6  Stunden.  Werte  sind  Mittelwerte  ±  S.E.M.  von  4  Experimenten.  (*p<0.05,  **p<0.01,  ***p<0.001 
versus Kontrolle nach 2 h).  
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2.10  Beta-Amyloid (Aß) Peptide 
Aß1-42 -Peptide wurden als lyophilisiertes Pulver von der Firma Bachem, Heidelberg 
bezogen.  Um  Spontanaggregation  zu  vermeiden,  wurden  alle  Schritte  auf  Eis 
durchgeführt. Das lyophilisierte Pulver wurde in eiskaltem Millipore-Wasser, dessen 
pH-Wert mit Ammoniak zuvor auf pH 9 eingestellt wurde, gelöst, so dass eine 1 mM 
Stammlösung  entstand.  Um  den  Lösungsprozess  zu  beschleunigen,  wurden  die 
Peptide  nach  Zugabe  des  Wassers  in  ein  mit  Eiswasser  gefülltes  Ultraschallbad 
gegeben. Die Stammlösung wurde sofort nach dem Auflösen aliquotiert und bei –20 
° C gelagert. Des Weiteren wurden die Peptide vor Be ginn der Experimente für 24h 
voraggregiert.  Hierzu  wurde  die  Stammlösung  in  Tris-Puffer  verdünnt  und 
anschließend für 24h im Wasserbad bei 37 ° C inkubie rt.  
Des Weiteren  wurden  in  dieser  Arbeit  Aß1-42 globulomere  und monomere  Peptide 
getestet. Diese wurden, gelöst in 5 mM Natriumphosphat und 35 mM NaCl (pH 7,4) 
von  der  Firma  Abott,  Ludwigshafen  bezogen.  Die  Weiterverdünnungen  zu  den 
Stammlösungen mit jeweils 2,5 µM erfolgten in HBSS-Puffer. 
 
2.11  Messung des Transmembranpotentials 
Das  Membranpotential  der  inneren  mitochondrialen  Membran  wurde  mittels  des 
Fluoreszenzfarbstoffes  Rhodamine  123  (R123)  (Baracca  et  al.,  2003)  gemessen 
(vergleiche  Abbildung  2.4).  Der  verwendete  Fluoreszenzfarbstoff  ist  kationischer 
Natur. Aufgrund seiner positiven Ladung lagert er sich selektiv in Abhängigkeit vom 
negativen  Membranpotential  in  die  mitochondriale  Matrix  ein.  Folglich  ist  die 
Intensität  der  Fluoreszenz  direkt  proportional  mit  der  Höhe  des  mitochondrialen 
Membranpotentials,  d.h.  je  intensiver  die  Fluoreszenz  desto  negativer  das 
mitochondriale Transmembranpotential.  
 Material und Methoden 
  68 
 
 
Abbildung 2-4: Strukturformeln von R123  
 
Hierzu  wurde  der  Farbstoff  zu  den  isolierten  Mitochondrien  mit  einer 
Endkonzentration  von  0,4  µM  für  15  Minuten  gegeben.  Im  Anschluss  wurden  die 
Suspensionen  zweimal  mit  HBSS  (Hank`s  Balanced  Salt  Solution,  Sigma, 
Deutschland) gewaschen. Die Messung erfolgte am Victor
® 
Multilabel Counter bei 
einer Exzitationswellenlänge von 490 nm und einer Emissionswellenlänge von 535 
nm (Einstellung: Rhodamine Bottom). 
 
R123







































Abbildung 2-5: Viabilitätsbestimmung von isolierten Mitochondrien  
Viabilität von isolierten Mitochondrien, gemessen mittels der R123-Fluoreszenz über einen Zeitraum 
von 8 Stunden. Werte sind Mittelwerte ± S.E.M. von 4 Experimenten. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 
versus Kontrolle nach 0h).  
 
Zusätzlich zur Bestimmung der Viabilität der Mitochondrien mittels des MTT-Tests 
(vergleiche  Kapitel  2.9),  wurde  das  mitochondriale  Membranpotential  über  einen 
Zeitraum von 8 Stunden mittels R123 bestimmt. Bereits nach zwei Stunden konnte 
eine  signifikante  Abnahme  des  Membranpotentials  unbehandelter  isolierter 
Mitochondrien  festgestellt  werden  (vergleiche  Abbildung  2.5),  vergleichbar  mit  der 
Abnahme  der  gemessenen  MTT-Reduktion  nach  2  Stunden.  Aufgrund  dessen 
bestätigten  diese  Daten  den  MTT-Test  und  untermauerten  unsere  Entscheidung, Material und Methoden 
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nachfolgende Experimente innerhalb von zwei Stunden durchzuführen, um mögliche 
Einflüsse bedingt durch Vitalitätsverluste zu minimieren.  
 
2.12  Sauerstoffverbrauchsmessungen 
Der  Sauerstoffverbrauch  isolierter  Mitochondrien  wurde  mit  Hilfe  eines 
geschlossenen  Respirometers  (Sauerstoff-Analysegerät  Oxygraph-2k)  der  Firma 




Abbildung 2-6: Darstellung des Oroboros Oxygraphen.  
2 Glaskammer sind in einen Kupferblock eingelassen, der temperaturreguliert und isoliert ist. Peltier-
Thermodrähte verbinden den Kupferblock und die Peltier-Wärmeverteilerplatte. Die polarographischen 
Sauerstoffsensoren  (POS)  sind  durch  eine  Kautschukkappe  geschützt.  Die  Stempel  (Stopper)  mit 
einem  Titaniumkanal  in  der  Mitte  können  variabel  in  die  Kammer  eingelassen  werden,  um  das 
Volumen zu verändern. 
 
An der Goldkathode der polarographischen Sauerstoffelektroden vom Clark-Typ wird 
eine Polarisationsspannung von 0,8 V angelegt. Der Sauerstoff diffundiert aus dem 
Medium durch eine 25 µm dicke FEP-Membran zur Oberfläche der Kathode, an der 
er  reduziert  wird,  während  an  der  Silber/Silberchlorid-Anode  elementares  Silber 
oxidiert wird: Material und Methoden 
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O2 + 2 H2O + 4 e
- → 4 OH
- 
4 Ag → 4 Ag
+ + 4 e
- 
 
Der resultierende Strom ist zur Menge der verbrauchten O2-Moleküle proportional. 
Als Elektrolyt wird eine 1 molare Kaliumchlorid-Lösung verwendet. 
 
2.12.1  Geräteaufbau und Vorbereitung 
Zu  Beginn  einer  Messreihe  wurden  die  beiden  Versuchskammern  mit  je  2  ml 
Reaktionspuffer  gefüllt.  Zur  Vermeidung  von  Interferenzen  mit  dem  Signal  der 
Elektroden  wurden  die  integrierten  Magnetrührer  mit  leicht  unterschiedlichen 
Frequenzen betrieben (490 bzw. 520 rpm). Zur Aufzeichnung der Sauerstoffsättigung 
der Lösungen in den Kammern pro Sekunde wurde das Softwareprogramm DatLab 
2.1.  (Oroboros,  Österreich)  verwendet.  Vor  jedem  Versuchstag  wurden  die 
polarographischen  Sauerstoffsensoren  (POS)  mittels  belüftetem  Reaktionsmedium 
und durch anschließende Zugabe von DTT und Schließung der Kammern kalibriert. 
Gewartet wurde jeweils bis ein konstanter Wert erreicht war. Im ersten Schritt wurde 
das  belüftete  Reaktionsmedium  in  die  Kammern  gegeben.  Der  sich  daraufhin 
einstellende  Wert  betrug  in  etwa  100  %  Sauerstoffsättigung.  Der  Nullpunkt  der 
Elektroden wurde im Anschluss durch die Zugabe von DTT in die geschlossenen 
Elektrodenkammern  bestimmt.  Hierdurch  wurde  sämtlicher  gelöster  Sauerstoff 
reduziert und der Wert, der sich innerhalb von etwa 2 Minuten einstellte entsprach 
der Null-Linie. Nach Kalibrierung des Nullpunktes wurden die ermittelten Werte (100 
%-ige und 0 %-ige Sauerstoffsättigung) sowie der Faktor 0,865 (geringe Löslichkeit 
von Sauerstoff im Reaktionsmedium im Vergleich zu Wasser) automatisch durch das 
Programm DatLab 2.1. zur Kalibrierung der Sauerstoffelektrode verwendet. Luftdruck 
und Temperatur wurden automatisch registriert und berücksichtigt.  
 
2.12.2  Versuchsablauf 
In die beiden Kammern des Oxygraphen wurden je 2 ml Reaktionsmedium gegeben 
und  diese  luftblasenfrei  verschlossen.  Nach  Einstellung  eines  konstanten  Signals Material und Methoden 
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wurden  daraufhin  50  µl  Mitochondriensuspension  (~  0,2  mg/ml)  mittels  einer 
Hamilton-Pipette  hinzugegeben.  Die  Abnahme  des  O2-Gehaltes  in  den  Kammern 
wurde  etwa  10  min  nach  Erreichen  einer  konstanten  Rate  aufgezeichnet.  Die 
jeweiligen Substrate bzw. Hemmstoffe (siehe Tabelle unten) wurden ebenfalls mit 
einer Hamilton-Spritze in beide Kammern injiziert. Nach jeder Injektion wurde der O2-
Verbrauch für mindestens 3-5 min aufgezeichnet.  
 
Substrat/Hemmstoff  µl eingesetzt 
Konz.-
Stammlösung 
Konz. in Messung 
Mitochondrien  50 µl  ~ 8 mg/ml  ~0,2 mg/ml 
Malat/Glutamat  40 µl  240 mM /280 mM  4,8 mM/5,6 mM 
ADP  10 µl  100 mM  0,5 mM 
FCCP  1 µl  0,1 mM  0,05 mM 
Rotenon  3 µl  0,1 mM  0,15 mM 
Succinat  10 µl  1 M  5 mM 
KCN  8 µl  0,5 M  2 nM 
 
Tabelle 2.2: Zusammenfassende Darstellung der eingesetzten Konzentrationen 
 
2.12.3  Auswertung 
Die Atmungsraten [nmol · mg Protein
-1· min
-1] der Mitochondrien wurden mit Hilfe des 
Software-Programmes  DatLab  2.1.  berechnet.  Das  Programm  berechnet  unter 
Berücksichtigung der im Oxygraphen eingestellten Daten aus der Kalibrierung sowie 
der  Temperatur  und  des  Luftdrucks  die  prozentuale  Sauerstoffsättigung  des 
Reaktionsmediums  in  die  Sauerstoffkonzentration  [µM]  um.  Die  Ableitung  dieser 
Sauerstoffkonzentration [µM] in der Versuchskammer über jeweils fünf Datenpunke 
(d.h. 0,083 Minuten) entspricht der Änderung des Sauerstoffgehaltes über die Zeit.  
 Material und Methoden 
  72 
2.13  Komplex-I Messungen 
Zur  Bestimmung  der  NADH-Ubiquinone  Oxidoreduktase  (NADH:DBQ)  und  der 
NADH:hexaammineruthenium  (III)-chloride  (NADH:HAR)  Aktivität,  wurden  die 
Mitochondrien  zunächst  aus  den  Gehirnen  der  entsprechenden  Mäuse  isoliert 
(vergleiche Kapitel 2.7). Im Anschluss wurden die Mitochondrien mit n-dodecyl-D-
Maltoside  (0,7  %)  (Sigma-Aldrich)  solubilisiert.  Die  Bestimmung  der  NADH:HAR-
Aktivität erfolgte bei 30 ° C in einem Puffer, der 2  mM Na/MOPS, 50 mM NaCl und 2 
mM  KCN,  bei  einem  pH-Wert  von  7,2  enthält.  Als  Substrate  für  die  Reaktion 
fungierten 2 mM HAR und 200 µM NADH. Durch die Bestimmung der NADH:HAR-
Aktivität  kann  der  Gehalt  an  Komplex  I  der  Präparation  bestimmt  werden.  Die 
Bestimmung der NADH-DBQ erforderte den Einsatz von 100 µM n-Decylubiquinone 
(DBQ) und 100 µM NADH als Substrate (David et al., 2005). Die Oxidationsraten von 
NADH wurden mittels eines Shimadzu Multi Spec-1501 Diode Array Spectrometer 
aufgenommen.  
 
2.14  Bestimmung der Cytochrom-C-Oxidase-Aktivität  
Die  Cytochrom-C-Oxidase  (COX)-Aktivität  wurde  mit  Hilfe  des  „Cytochrom-C-
Oxidase-Assay-Kits“ der Firma Sigma bestimmt (Rasmussen, U. F. and Rasmussen, 
H. N., 2000). Das Messprinzip des „Cytochrom-C-Oxidase-Kit“ ist die Tatsache, dass 
die Absorption von Cytochrom C bei einer Wellenlänge von 550 nm abhängig von 
seinem  Oxidationsstatus  ist.  Cytochrom  C  wird  durch  Natriumhydrosulfit  zu 
Ferrocytochrom  C  reduziert  und  anschließend  durch  COX  zu  Ferricytochrom  C 
reoxidiert. Die Oxidation von Ferrocytochrom C durch Cytochrom-C-Oxidase ist eine 
biphasische  Reaktion  mit  einem  schnellen  Anstieg  der  Aktivität  gefolgt  von  einer 
langsamen Reaktionsrate. Die Reaktion läuft innerhalb von 45 Sekunden ab.  
Die  isolierten  Mitochondrien  wurden  mit  PBS  auf  einen  Proteingehalt  von  80  µg 
Protein eingestellt. An jedem Messtag wurden die Natriumhydrosulfitlösung und die 
Ferrocytochrom-C-Substrat-Lösung  frisch  hergestellt.  Zur  Herstellung  der 
Ferrocytochrom-C-Lösung wurde Cytochrom C in Wasser gelöst und anschließend 
Natriumhydrosulfitlösung  hinzupipettiert  (12,4  bis  25  µl)  um  das  Cytochrom  C  zu 
reduzieren. Die Farbe der Lösung veränderte sich hierbei von dunkelrot nach hellrot. Material und Methoden 
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Das Verhältnis der Absorptionen von A
550  nm und A
565  nm einer 1:20-Verdünnung in 
Assay-Buffer  sollte  zwischen  10  und  20  liegen.  Als  Positivkontrolle  diente  reine 
Cytochrom-C-Oxidase.  
 
Folgendes Reaktionsschema wurde durchgeführt:  
 




Probenvolumen   Cytochrom-C- 
Lösung  
Leerwert   950 µl   100 µl   ---   50 µl  
Probe   950 µl   (100-x) µl   x µl   50 µl  
Positivkontrolle   950 µl   60 µl   40 µl   50 µl  
 
Tabelle 2.3: Reaktionsschemata der Cytochrom-C-Oxidase Bestimmung 
 
Assay-Buffer wurde jeweils in einer Küvette vorgelegt, anschließend die Probe bzw. 
die Cytochrom-C-Positivkontrolle zupipettiert und gemischt. Anschließend wurde der 
Enzyme-Dilution-Buffer hinzugefügt und gemischt. Die Küvette wurde ins Photometer 
gestellt,  Cytochrom-C-Lösung  zupipettiert  und  die  Messung  bei  550  nm  bei 
Raumtemperatur gestartet. Die Messdauer betrug 60 Sekunden. Die Positivkontrolle 
oder die Mitochondrien führten zu einem Abfall der Absorption bei 550 nm. 
 




Abbildung 2-7: Formel zur Berechnung der COX-Aktivität  
( A:  Abnahme  der  Absorption  bei  550  nm,  dil:  Verdünnung,  21.84:  Differenz  der 
Extinktionskoeffizienten zwischen reduziertem und oxidiertem Cytochrom c bei 550 nm)  
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2.15  Behandlungsstudien 
Es  wurden  während  dieser  Arbeit  mehrere  14-tägige  Behandlungsstudien  mit 
weiblichen  NMRI-Mäusen  durchgeführt.  Die  Tierhaltung  erfolgte  unter  Standard-
Bedingungen (vergleiche Kapitel 2.2). Während der Behandlungsstudien wurden die 
Tiere getrennt nach Alter und Behandlungsgruppe gehalten. Die Gruppengröße pro 
Käfig betrug maximal 10 Tiere, wobei die Gruppengrößen pro Studie so klein wie 
möglich gewählt wurden. Die Gesamtzahl der Tiere pro Studie ergab sich aus der 
Untersuchung  von  verschiedenen  Substanzen  versus  Placebo-Gruppen,  aus  dem 
Einsatz  verschiedener  Altersgruppen,  sowie  aus  der  Notwendigkeit  einer 
aussagekräftigen Statistik. Nach Beendigung der jeweiligen Fütterungsstudie wurden 
isolierte  Mitochondrien  (vergleiche  Kapitel  2.7)  präpariert  und  unterschiedliche 
Parameter der Atmungskette überprüft. 
 
2.15.1  Schlundsondierung 
Über einen Zeitraum von 14 Tagen wurde den Tieren ein Mal täglich eine Einzeldosis 
des zu untersuchenden Wirkstoffes (Suspension/Lösung in 0,2%igem Agarose-Gel) 
bzw. des Vehikels (Agarose-Gel 0,2%) per os mittels Schlundsondierung appliziert. 
Das  Agarose-Gel  bzw.  die  Wirkstoff-Lösungen  (Ginkgo  oder  Piracetam)  wurden 
jeden  Tag  kurz  vor  der  Fütterung  frisch  angesetzt.  Die  eingesetzten  Tagesdosen 
richteten  sich  hierbei  jeweils  nach  dem  Gewicht  der  Mäuse  und  nach  den  durch 
Vorversuche ermittelten Konzentrationen der jeweiligen Substanzen.  
 
2.15.2  Studiendesigns 
2.15.2.1  Studie 1 
Untersuchung des Einflusses von Piracetam auf die mitochondriale Funktion 
im Alter 
 
Es handelte sich bei allen Tieren um alte (22 Monate) weibliche NMRI-Mäuse. Es 
wurde eine Dosis von 500 mg/kg Kg Piracetam für diese Behandlungsstudie gewählt Material und Methoden 
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Die  Gesamtzahl  der  gefütterten  Tiere  betrug  16,  die  folgendermaßen  auf  die 
Behandlungsgruppen aufgeteilt wurden.  
 
Kontrolle-Gruppe  Piracetam 
8  8 
 
2.15.2.2  Studie 2 
Untersuchung  des  Einflusses  von  Piracetam  auf  die  mitochondrialen 
Atmungsketten-Komplexe im Alter 
 
Es  handelte  sich  bei  den  Tieren  um  junge  (3  Monate)  bzw.  alte  (22  Monate) 
weibliche NMRI-Mäuse. Es wurde eine Dosis von 500 mg/kg Kg Piracetam für diese 
Behandlungsstudie  gewählt  Die  Gesamtzahl  der  gefütterten  Tiere  betrug  32,  die 
folgendermaßen auf die Behandlungsgruppen aufgeteilt wurden.  
 
  Kontrolle  Piracetam 
3 Monate  8  8 
22 Monate  8  8 
 
2.15.2.3  Studie 3 
Untersuchung des Einflusses von Ginkgo auf die mitochondriale Funktion im 
Alter 
 
Es  handelte  sich  bei  den  Tieren  um  junge  (3  Monate)  bzw.  alte  (22  Monate) 
weibliche NMRI-Mäuse. Es wurde eine Dosis von 100 mg/kg KG Ginkgo für diese 
Behandlungsstudie  gewählt  Die  Gesamtzahl  der  gefütterten  Tiere  betrug  32,  die 
folgendermaßen auf die Behandlungsgruppen aufgeteilt wurden.  
 
  Kontrolle  Ginkgo 
3 Monate  8  8 
22 Monate  8  8 
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2.15.2.4  Studie 4 
Untersuchung  des  Einflusses  von  Ginkgo  auf  die  mitochondrialen 
Atmungsketten-Komplexe im Alter 
 
Es  handelte  sich  bei  den  Tieren  um  junge  (3  Monate)  bzw.  alte  (22  Monate), 
weibliche NMRI-Mäuse. Es wurde eine Dosis von 100 mg/kg Kg Ginkgo für diese 
Behandlungsstudie  gewählt  Die  Gesamtzahl  der  gefütterten  Tiere  betrug  32,  die 
folgendermaßen auf die Behandlungsgruppen aufgeteilt wurden.  
 
  Kontrolle  Piracetam 
3 Monate  8  8 
22 Monate  8  8 
 
2.16  Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung der Experimente erfolgte mit der Prism4
Ò-Software der 
Firma GraphPad. Angegebene Messwerte sind Mittelwerte mit Standardfehler vom 
Mittelwert  (±  S.E.M.).  Zur  Prüfung  von  statistisch  signifikanten  Unterschieden 
zwischen  zwei  Messgruppen  wurde  ein  zweiseitiger  Student`s  t-test  durchgeführt. 
Bei Vergleich von mehr als zwei Gruppen mit nur einer Messvariablen wurde eine 
einseitige (one-way) ANOVA (Varianzanalyse) mit anschließender Tukey`s posthoc 
Test durchgeführt.  Ergebnisse 
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3  Ergebnisse 
3.1 Auswirkungen von Aß auf die mitochondriale Funktion 
Eine Vielzahl von Daten weist auf einen Zusammenhang von Aß und mitochondrialer 
Dysfunktion hin. So konnte bereits an verschiedenen Zellmodellen, welche APP mit 
der  Schwedischen  Mutation  exprimieren  (APPsw),  gezeigt  werden,  dass  Aß 
abhängig  vom  Expressionslevel  unterschiedliche  Effekte  auf  das  mitochondriale 
Membranpotential  ausübt.  APPsw-PC12-Zellen  sind  durch  eine  Hyperpolarisation 
des  mitochondrialen  Membranpotentials  gekennzeichnet.  Demgegenüber  weisen 
APPsw-HEK-Zellen,  welche  20-fach  erhöhte  Aß-Spiegel  gegenüber  APPsw-PC12-
Zellen besitzen, ein signifikant erniedrigtes Membranpotential im Vergleich zu Vektor- 
und Wildtyp (WT)-transfizierten Kontrollzellen auf (Keil et al., 2006). Des Weiteren 
resultiert die Zugabe von extrazellulärem Aß zu untransfizierten Zellen ebenfalls in 
einem konzentrationsabhängigen Abfall des mitochondrialen Membranpotentials. 
 
Um diese AD-relevanten Effekte von Aß auf die mitochondriale Funktion im Detail 
weiter  zu  untersuchen,  sollten  daher  fortführend  Versuche  mit  isolierten 
Mitochondrien  nicht-transgener  (non-tg)  und  Thy-1  APP  transgener  Tiere 
durchgeführt werden.  
 
Die hierfür verwendeten Thy-1 APP transgenen Mäuse exprimieren die schwedische 
Doppelmutation  (KM670/671NL)  sowie  die  London  Mutation  (V717L)  des  APP-
Proteins unter der Kontrolle des murinen Thy-1 Promoters (Blanchard et al., 2003). 
Die Tiere weisen erhöhte Aß-Level ab einem Alter von 3 Monaten auf, wobei erste 
Plaques bereits ab einem Alter von 6 Monaten zu detektieren sind (Blanchard et al., 
2003).  Hierdurch  stellen  Thy-1  APP  transgene  Mäuse  ein  geeignetes  Modell  zur 
Pathogenese der familiären AD dar.  
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3.1.1 Aß verändert das mitochondriale Membranpotential 
Das  Membranpotential  stellt  einen  wichtigen  und  sensiblen  Marker  für  die 
mitochondriale  Funktion  dar.  Zur  Charakterisierung  der  mitochondrialen  Kapazität 
Thy-1  APP  transgener  Tiere  wurde  daher  zunächst  das  Transmembranpotential 
unter  basalen  Bedingungen  mittels  des  kationischen  Fluoreszenzfarbstoffes  R123 
bestimmt. Die für die folgenden Versuche verwendeten Tiere waren in einem Alter 
von 6-8 Monaten, da in diesem Alter Thy-1 APP transgene Mäuse neben erhöhten 
Aß-Leveln ebenfalls extrazelluläre Plaques aufweisen (Blanchard et al., 2003). Es 
zeigte  sich,  dass  Thy-1  APP  Mitochondrien  ein  signifikant  erniedrigtes 






Abbildung 3-1: Vermindertes mitochondriales Transmembranpotential Thy-1 APP transgener Mäuse. 
Das mitochondriale Membranpotential von isolierten Mitochondrien 6-8 Monate alter non-tg und Thy-1 
APP  transgener  Tiere  wurde  mittels  des  Fluoreszenzfarbstoffes  R123  vermessen.  Werte  sind 
Mittelwerte ± S.E.M. von 6-8 Experimenten. (**p<0,01; non-tg versus Thy-1 APP, student`s t-test). 
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3.1.1.1 Oxidativer, nitrosativer und Aß induzierter Stress resultiert 
in keiner zusätzlichen Schädigung Thy-1 APP transgener 
Mitochondrien 
Es mehren sich die Hinweise, dass oxidativer Stress eine entscheidende Rolle in der 
Pathogenese  der  AD  spielt  (Pratico  and  Delanty,  2000;Zhu  et  al.,  2004a;Pratico, 
2005;Zhu et al., 2007). In den letzten Jahren konnte darüber hinaus eine Beteiligung 
von NO an der AD-Pathogenese belegt werden (Smith et al., 2005;Zhu et al., 2007). 
Aus diesem Grund sollte der Effekt von oxidativem und nitrosativem Stress auf die 
mitochondriale  Funktion  in  Zusammenhang  mit  der  Aß-Pathologie  untersucht 
werden.  Diesbezüglich  wurden  isolierte  Hirn-Mitochondrien  von  non-tg  und  Thy-1 
APP  transgenen  Mäusen  für  2  Stunden  mit  Wasserstoffperoxid  (H2O2)  und 
Natriumnitroprussid (SNP) gestresst. Des Weiteren sollte zusätzlich die Auswirkung 
von  extrazellulär  zugefügtem,  fibrillärem  Aß1-42  auf  die  mitochondriale 
Leistungskapazität dieser Tiere überprüft werden.  
 
Bei dieser Versuchsreihe zeigte sich, dass isolierter Hirn-Mitochondrien Thy-1 APP 
transgener Mäuse nach einer 2-stündigen Inkubation mit H2O2 und SNP durch ein 
unverändertes  Membranpotential  gekennzeichnet  sind.  Demgegenüber  reagieren 
Mitochondrien von non-tg Mäusen nach oxidativem und nitrosativem Stress mit einer 
starken  Abnahme  des  Membranpotentials,  das  heißt  es  kommt  hierbei  zu  einer 
verstärkten Depolarisation (Abb. 3.2 A, B). Die Stimulation mit extrazellulärem Aß1-42 
führt  ebenfalls  nur  in  non-tg  Tieren  zu  einem  tendenziellen  Abfall  des 
mitochondrialen Membranpotentials (Abb. 3.2 C).  
 
Isolierte  Hirn-Mitochondrien  Thy-1  APP  transgener  Mäuse  scheinen  aufgrund  der 
chronischen  Vorbelastung  durch  das  neuronal  überproduzierte  Aß  bereits  massiv 
vorgeschädigt zu sein. Dies könnte der Grund dafür sein, dass ein weiterer Stressor, 
mit  den  von  uns  gewählten  Bedingungen,  in  keiner  weiteren  Verminderung  des 
Membranpotentials  resultiert.  Hierbei  ist  vermutlich  eine  Vielzahl  von 
Kompensationsmechanismen beteiligt.  Ergebnisse 
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Abbildung  3-2:  Bestimmung  des  mitochondrialen  Membranpotentials isolierter  Mitochondrien  von non-tg  und 
Thy-1 APP transgenen Tieren nach sekundärem Insult mit H2O2, SNP und Aß1-42.  
Isolierte Mitochondrien von 6-8 Monate alten non-tg und Thy-1 APP transgenen Mäusen wurden für 2 
Stunden  mit  2mM  H2O2,  2mM  SNP  und  50nM  Aß1-42  inkubiert.  Das  mitochondriale 
Transmembranpotential  wurde  im  Anschluss  mittels  des  Fluoreszenzfarbstoffes  R123  ermittelt. 
Dargestellt  ist  der  prozentuale  Abfall  des  Transmembranpotentials  in  Bezug  zu  unbehandelten 
Kontroll-Mitochondrien nach A) Stimulation mit H2O2, B) Stimulation mit SNP und C) Stimulation mit 
Aß1-42.  Werte  sind  Mittelwerte  ±  S.E.M.  von  6  Experimenten.  (***p<0,001;  versus  unbehandelten 
Kontroll-Mitochondrien, student’s t-test). 
 
3.1.2 Thy-1 APP Mäuse weisen mitochondriale Atmungs-
defekte auf 
3.1.2.1 Einfluss von Aß auf die mitochondrialen Atmungsketten-
Komplexe 
Die  Atmungskette  besteht  aus  mehreren  hintereinander  geschalteten 
Enzymkomplexen  mit  redoxaktiven  und  prosthetischen  Gruppen.  In  der Ergebnisse 
  81 
Atmungskette  werden  Elektronen  vom  NADH  oder  Succinat  auf  molekularen 
Sauerstoff  übertragen. Während  des  Elektronentransportes  werden  gleichzeitig  H
+ 
von innen nach außen transportiert, wodurch ein Membranpotential aufgebaut wird. 
Der Befund, dass Thy-1 APP transgene Tiere bereits unter basalen Bedingungen ein 
signifikant vermindertes Membranpotential aufweisen (vergleiche Kapitel 3.1.1), lässt 
ein Defizit der mitochondrialen Atmungskette vermuten. Um eine konkrete Aussage 
über  eventuelle  Defekte  einzelner  Atmungsketten-Komplexe  treffen  zu  können, 
wurden daher isolierte Mitochondrien mit spezifischen Inhibitoren der Komplexe I bis 
V inkubiert. Daran anschließend wurde das mitochondriale Transmembranpotential 
mittels des Fluoreszenzfarbstoffes R123 bestimmt.  
 
Die  Hemmung  aller  fünf  Atmungsketten-Komplexe  resultiert  jeweils  in  einer 
generellen Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials. Mitochondrien non-tg 
und transgener Mäuse weisen nach Inkubation mit den Komplexinhibitoren Rotenon 
(Komplex  I),  Thenoyltrifluoroacetan  (Komplex  II),  Antimycin  (Komplex  III)  und 
Oligomycin (Komplex V) eine vergleichbare Membranpotentialänderung auf (Abb. 3.3 
A,B,C,E).  Demgegenüber  führt  die  Inkubation  mit  Natriumazid  (Komplex  IV)  in 
transgenen  Mäusen  zu  einer  signifikant  stärkeren  Depolarisation  des 
Membranpotentials  im  Vergleich  zu  non-tg  Mitochondrien  (Abb.  3.3  D).  In 
Übereinstimmung mit diesem Befund wurden erniedrigte Komplex IV-Aktivitäten in 
Blutplättchen  von  AD-Patienten  beobachtet  (Bosetti  et  al.,  2002).  Zudem  konnte 
gezeigt  werden,  dass  Aß  direkt  mit  mitochondrialen  Membranen  interagiert  und 
infolgedessen  zu  einer  Hemmung  der  Komplex  IV-Aktivität  führt  (Canevari  et  al., 
1999;Mancuso et al., 2003;Mancuso et al., 2007) Ergebnisse 
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Abbildung  3-3:  Bestimmung  des  mitochondrialen  Transmembranpotentials  isolierter  Mitochondrien  von  6-8 
Monate  alten  non-tg  und  Thy-1  APP  transgenen  Mäusen  nach  1-stündiger  Stimulation  mit  spezifischen 
Komplexinhibitoren. 
A) Stimulation mit Rotenon, B) TTFA, C) Antimycin und E) Oligomycin resultiert in einer identischen 
Membranpotentialänderung  non-tg  und  Thy-1  APP  transgener  Mitochondrien.  E)  Stimulation  mit 
Natriumazid  führt  bei  Thy-1  APP  Mitochondrien  zu  einer  stärkeren  Abnahme  des  mitochondrialen 
Membranpotentials  im  Vergleich  zu  dem  von  non-tg  Mitochondrien.  Dargestellt  ist  jeweils  der 
prozentuale Abfall des Transmembranpotentials in Bezug zu unbehandelten Kontroll-Mitochondrien. 
Werte sind Mittelwerte ± S.E.M. von 6 Experimenten. (*p<0,05; non-tg versus Thy-1 APP, student`s t-
test).  Ergebnisse 
  83 






Komplex I durch Rotenon 
(50 µM) 
n.s. 




Komplex III durch Antimycin 
(10 µM) 
n.s. 
Komplex IV durch Natriumazid 
(60 µM) 
+ 25,33% (*) 




Tabelle 3.1: Abfall des mitochondrialen Membranpotentials Thy-1 APP transgener  Mitochondrien nach 
Stimulation  mit  Komplexinhibitoren  in  Bezug  zu  dem  von  non-tg  Mitochondrien  (Schädigung  non-tg 
Mitochondrien= 100%) 
 
3.1.2.2 Unveränderte Level der Protein-Untereinheiten der 
Atmungsketten-Komplexe in Thy-1 APP Tieren 
Des  Weiteren  wurde  zur  Überprüfung  der  Funktion  der  mitochondrialen 
Atmungskettenenzyme  Thy-1  APP  transgener  Mäuse  2D-Blue  Native  (BN)-Gele 
(Schagger  et  al.,  1994)  durchgeführt.  Bei  der  2D-Gelelektrophorese  werden  die 
Proteinkomplexe  in  der  ersten  Dimension  gemäß  ihres  Molekulargewichtes  unter 
nativen Bedingungen aufgetrennt. Auf diese Weise wird die native Konformation der 
Proteine  und  folglich  die  Struktur  von  Proteinkomplexen  erhalten.  In  der  zweiten 
Dimension  erfolgt  eine  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese,  bei  der  die 
Komplexstrukturen durch die denaturierenden Bedingungen aufgehoben werden. 
 Ergebnisse 
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Abbildung  3-4:  Identifizierung  der  Proteinzusammensetzung  der  mitochondrialen  Atmungsketten-
Komplexe nach 2D-BN/SDS-Gelelektrophorese.  
Die  Abbildung  zeigt  2D-Gele  von  6  Monate  alten  (obere  Reihe)  non-tg  (links)  und  Thy-1  APP 
transgenen (rechts) Mitochondrien bzw. von 24 Monate alten (untere Reihe) non-tg (rechts) und Thy-1 
APP transgener (links) Mitochondrien nach Färbung mit Coomassie-Farbstoff.  
 
Hierbei zeigte sich, dass die 2D-Gele von 6 und 24 Monate alten non-tg und Thy-1 
APP transgenen Mitochondrien anhand der Proteinmuster miteinander vergleichbar 
sind  (Abb.  3.4).  Auf  Grund  dessen  kann  vermutet  werden,  dass  die  Level  der 
Proteinuntereinheiten  der  einzelnen  Atmungsketten-Komplexe  in  Thy-1  APP 
transgenen Mäusen im Vergleich zu denen von non-tg Mäusen unverändert sind.  Ergebnisse 
  85 
 
3.1.2.3 Reduzierte COX- und NADH:DBQ-Aktivitäten Thy-1 APP 
transgener Mäuse 
Zwar  resultiert  die  Inkubation  mit  Rotenon  in  einer  gleichgroßen 
Membranpotentialänderung  in  non-tg  und  transgenen  Mitochondrien  (vergleiche 
Kapitel 3.1.2.1), allerdings weisen neuere Ergebnisse von Aleardi et al. (2005) auf 
einen  direkten  inhibitorischen  Effekt  von  extrazellulärem,  fibrillärem  Aß  auf  die 
Komplex I-Aktivität (10% Inhibition) hin (Aleardi et al., 2005). Daher sollte weiterhin 
durch ein direktes Messverfahren die Komplex I-Aktivität bestimmt werden. Hierbei 
zeigte sich, dass 6-8 Monate alte non-tg und transgene Mäuse identische NADH-
Ubiquinon  Oxidoreduktase  (NADH:DBQ)-  und  NADH:hexaammineruthenium  (III)-
chloride  (NADH:HAR)-Aktivitäten  aufweisen  (Abb.  3.5  C,D).  Die  Bestimmung  der 
NADH:HAR-Aktivität  dient  zur  Quantifizierung  des  Komplex  I-Gehaltes  der 
Mitochondrien-Präparation. Da diese in non-tg und transgenen Mäusen identisch ist, 
kann  davon  ausgegangen  werden,  dass  der  Gehalt  an  intaktem  Komplex  I  der 
verschiedenen Mäuse miteinander vergleichbar ist. Die Normalisierung der Komplex 
I-Aktivität  mittels  des  Komplex  I-Gehaltes  resultiert  erwartungsgemäß  in  einer 
unveränderten Komplex I-Aktivität transgener Mäuse im Vergleich zu der von non-tg 
Tieren (Abb. 3.5 E). 
 
Übereinstimmend  mit  der  stärkeren  Depolarisation  des  Membranpotentials 
transgener  Mitochondrien  nach  Inhibition  des  Komplexes  IV  (vergleiche  Kapitel 
3.1.2.1)  und  Literaturdaten  über  verminderte  COX-Aktivitäten  bei  AD-Patienten 
(Bosetti et al., 2002;Mancuso et al., 2003), weisen Thy-1 APP transgene Tiere eine 
signifikant verminderte Komplex IV-Aktivität auf (Abb. 3.5 F).  Ergebnisse 
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A              B 
NADH:DBQ           NADH:HAR 


















































































































































































































Abbildung 3-5: Reduzierte COX-Aktivität Thy-1 APP transgener Tiere. 
A-B)  Schematische  Darstellung  der  Komplex  I-Messung  der  A)  NADH:DBQ-Aktivität  und  B)  der 
NADH:HAR-Aktivität. C-F) Bestimmung der Komplex I-Aktivität von zerebralen Mitochondrien von 6-8 
Monate alten non-tg und Thy-1 APP Mäusen ergibt C) unveränderte NADH:DBQ-Aktivitäten und D) 
unveränderte NADH:HAR-Aktivitäten. E) Komplex I-Aktivität normiert auf den Komplex I-Gehalt der 
mitochondrialen  Präparation  als  DBQ/HAR-Verhältnis.  Werte  sind  Mittelwerte  ±  S.E.M.  von  9-10 
Experimenten. (n.s.; non-tg versus Thy-1 APP, student`s t-test). F) Weiterhin ergibt die Messung eine 
signifikant reduzierte COX-Aktivität Thy-1 APP transgener Mäuse. Werte sind Mittelwerte ± S.E.M. von 
























5 µl Mito- Laurylmaltosid- Gemisch
Mitos: frisch (16.09.04); 1/2 Hirn 2
57.44 mAbs/min
4.45 mAbs/min

























2 µl Mito- Laurylmaltosid- Gemisch
Mitos: frisch (16.09.04); 1/2 Hirn 2
164.3 mAbs/minErgebnisse 
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3.1.2.4 Reduzierte Atmungsrate isolierter Mitochondrien nach 
extrazellulärer Aß-Behandlung 
Um  die  toxischen  Effekte  von  Aß  auf  die  mitochondriale  Funktion  weiter  zu 
charakterisieren, sollte im Anschluss die Auswirkung von extrazellulär zugefügtem, 
fibrillärem  Aß1-42  auf  die  Atmungsrate  untersucht  werden.  Hierzu  wurden  isolierte 
Mitochondrien  von  6-8  Monate  alten  non-tg  Mäusen  zunächst mit  3,75  nM  Aß1-42 
bzw.  als  Kontrolle  mit  dem  Lösungsmittel  für  20  Minuten  bei  Raumtemperatur 
inkubiert.  Daran  anschließend  wurde  der  Sauerstoffverbrauch  mittels  eines 













































































































































































Abbildung 3-6: Reduzierter Sauerstoffverbrauch isolierter Mitochondrien nach einer Aß1-42 –Behandlung. 
A) Sauerstoffverbrauchsmessung von frisch isolierten zerebralen Mitochondrien von 6-8 Monate alten 
non-tg  Mäusen  mit  und  ohne  Aß1-42-Inkubation.  Die  State  4-Atmung  wurde  nach  Zugabe  von 
Malat/Glutamat gemessen. Anschließend wurde ADP hinzugefügt und State 3 der Atmung gemessen. 
Nach Bestimmung der gekoppelten Atmung wurde FCCP hinzugefügt und die Atmung in Abwesenheit 
eines Protonengradienten gemessen. Um die Komplex I-Aktivität zu hemmen, wurde im Anschluss 
Rotenon  dem  Reaktionsgemisch  hinzugefügt.  Daran  anschließend  wurde  der  parallele  Input  der 
Atmungskette durch Zugabe von Succinat bestimmt. Abschließend wurde durch Zugabe von KCN die 
Komplex IV-Aktivität und folglich der Sauerstoffverbrauch gehemmt. B) Weiterhin wurde durch den 
Quotienten der Atmungsraten State 3/State 4 die RCR bestimmt. Werte sind Mittelwerte ± S.E.M. von 
7 Experimenten. (*p<0,05; versus unbehandelten Kontroll-Mitochondrien, student`s t-test).  
 Ergebnisse 
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Diesbezüglich wurde zunächst die State 3- und State 4-Atmung in Abhängigkeit von 
Komplex I-Substraten (Malat/Glutamat) bestimmt (Abb. 3.6 A). Die State 4-Atmung 
ist die nicht-phosphorylierende Atmung. Sie entspricht der Atmung in Abwesenheit 
von ADP und ist gleichzusetzen mit dem Ruhezustand der Mitochondrien. Die State 
4-Atmung wird auch als kontrollierter Zustand bezeichnet und ist weiterhin von der 
Intaktheit der mitochondrialen Innenmembran abhängig. Mitochondrien, deren PTP 
geöffnet oder die aus anderen Gründen entkoppelt sind, haben eine erhöhte State 4-
Atmung.  Aß  scheint  allerdings  die  Komplex  I-abhängige  State  4-Atmung  nicht  zu 
beeinträchtigen. Demgegenüber resultiert die extrazelluläre Aß-Behandlung in einer 
signifikanten  Reduktion  der  State  3-Atmung.  Die  State  3-Atmung  entspricht  der 
Kapazität  von  Mitochondrien,  Sauerstoff  und  das  jeweils  vorhandene  Substrat  in 
Anwesenheit einer definierten Menge ADP zu metabolisieren. Die Geschwindigkeit 
der biologischen Oxidation ist hierbei durch die Maximalgeschwindigkeit der Enzyme 
der  oxidativen  Phosphorylierung  limitiert.  Die  Bestimmung  des 
Atmungskontrollindexes  (RCR  -  respiratory  control  ratio),  als  Verhältnis  zwischen 
den  Atmungsraten  in  State  3  und  State  4,  ist  ebenfalls  durch  eine  signifikante 
Abnahme  nach  extrazellulärer  Aß-Behandlung  gekennzeichnet  (Abb.  3.6  B).  Es 
scheint,  dass  extrazellulär  zugefügtes  Aß  die  relative  Effizienz  der  metabolischen 
Kopplung der Elektronentransport-Komplexe beeinträchtigt. Des Weiteren führt die 
Zugabe von FCCP zur Entkopplung der Atmungskette und infolgedessen zu einer 
Atmung  in  Abwesenheit  eines  Protonengradienten.  Es  zeigte  sich,  dass  die 
Inkubation  mit  extrazellulärem  Aß  in  einer  Verminderung  der  FCCP  entkoppelten 
Atmung resultiert (Abb. 3.6 A). Weiterhin wurde nach vollständiger Hemmung des 
Komplexes I durch Rotenon Succinat als Substrat für Komplex II hinzugefügt. Hierbei 
weisen Mitochondrien ohne und mit Aß-Inkubation keine Unterschiede der Komplex 
II-abhängigen  Atmungsraten  auf  (Abb.  3.6  A).  Demzufolge  scheint  eine 
Beeinträchtigung  der  Komplex  II-abhängigen  Atmung  durch  extrazelluläres  Aß 
unwahrscheinlich. Ergebnisse 
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3.1.2.5 Reduzierte Atmungsrate und RCR in Thy-1 APP transgenen 
Mäusen im Alter 
Die  extrazelluläre  Aß-Behandlung  isolierter  Mitochondrien  resultiert  in  einer 
signifikanten Abnahme der metabolischen Kapazität und einer Beeinträchtigung der 
mitochondrialen  Kopplung  der  Elektronentransport-Komplexe  (vergleiche  Kapitel 
3.1.2.4).  Um  zu  überprüfen,  ob  intrazelluläres  Aß  ebenfalls  einen  derartigen 
Phänotyp in isolierten Mitochondrien verursacht, wurden die Atmungsraten von non-
tg  und  Thy-1  APP  transgenen  Mäusen  eines  Alters  von  6-8  Monaten  bzw.  17 
Monaten an einer Sauerstoffelektrode vermessen.  
Von  großem  Interesse  hierbei  ist,  dass  in  einem  Alter  von  6-8  Monaten  isolierte 
Mitochondrien Thy-1 APP transgener Mäuse keine unterschiedlichen Atmungsraten 
gegenüber denen von non-tg Mäusen aufweisen. Dieses Ergebnis ist überraschend, 
da  transgene  Tiere  bereits  ab  diesem  Alter  durch  ein  vermindertes 
Membranpotential,  reduzierte  ATP-Level  (Hauptmann  et  al.,  submitted)  sowie 
verringerte  COX-Aktivitäten  gekennzeichnet  sind.  Des  Weiteren  zeigte  die 
Versuchsreihe,  dass  erst  Altern  im  Zusammenhang  mit  einer  Zunahme  der  Aß-
Pathologie  mit  einer  signifikanten  Reduktion  der  Komplex  I-abhängige  State  3-
Atmung assoziiert ist (Abb. 3.7 A). Dies spiegelt sich ebenfalls in einem signifikant 
verminderten  Atmungskontrollindex  wider  (Abb.  3.7  B).  Es  scheint,  dass  APP-
Mutationen  die  relative  Effizienz  der  metabolischen  Kopplung  der 
Elektronentransport-Komplexe erst im Alter beeinträchtigen. Demgegenüber weisen 
transgene Mitochondrien von 17 Monate alten Tieren eine unveränderte Komplex I-
abhängige State 4- und FCCP entkoppelte Atmung auf. Übereinstimmend mit den 
unveränderten  Atmungsraten  für  Succinat  nach  extrazellulärer  Aß-Behandlung, 
weisen isolierte Mitochondrien Thy-1 APP transgener Mäuse keine Unterschiede der 
Komplex II-abhängigen Atmung zu der von non-tg Tieren auf (Abb. 3.7 A).  Ergebnisse 











































































Abbildung 3-7: Reduzierter Sauerstoffverbrauch Thy-1 APP transgener Mitochondrien im Alter. 
Sauerstoffverbrauchsmessung von frisch isolierten zerebralen Mitochondrien von 6-8 bzw. 17 Monate 
alten non-tg und Thy-1 APP transgenen Mäusen. 
A)  Zusammenfassende  Darstellung  der  State  3-,  der  State  4-,  der  FCCP  entkoppelten  und  der 
Succinat-Atmungsraten. Dargestellt ist jeweils der prozentuale Anteil der Atmungsraten Thy-1 APP 
Mitochondrien in Bezug auf die Atmungsraten non-tg Mitochondrien. Die State 4-Atmung wurde nach 
Zugabe  von  Malat/Glutamat  gemessen.  Anschließend  wurde  ADP  hinzugefügt  und  State  3  der 
Atmung gemessen. Nach Bestimmung der gekoppelten Atmung, wurde FCCP hinzugefügt und die 
Atmungsrate  in  Abwesenheit  eines  Protonengradienten  gemessen.  Zur  Hemmung  der  Komplex  I–
abhängigen Atmung, wurde im Anschluss Rotenon dem Reaktionsgemisch hinzugefügt. Anschließend 
wurde der parallele Input der Atmungskette über Komplex II durch Zugabe von Succinat überprüft. B) 
Weiterhin wurde durch den Quotienten State 3/State 4 die RCR bestimmt. Werte sind Mittelwerte ± 
S.E.M. von 7 Experimenten. (*p<0,05; versus unbehandelten Kontroll-Mitochondrien, student`s t-test).  
 Ergebnisse 
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Zusammenfassend  führen  sowohl  extrazellulär  in  vitro  zugefügtes  Aß  sowie  die 
vermehrte Kummulation von Aß in Gehirnen von APP-transgenen Mäusen zu einer 
Beeinträchtigung  der  relativen  Effizienz  der  metabolischen  Kopplung  der 
Elektronentransport-Komplexe. 
 
3.1.3 Reduziertes Transmembranpotential ist bereits in 3 
Monate alten Thy-1 APP Mäusen feststellbar 
Unseren Experimenten liegen ausführliche histopathologische Befunde über Thy-1 
APP Mäuse zugrunde. Nach diesen weisen transgene Tiere bereits ab einem Alter 
von  3  Monaten  eine  erhöhte  Aß-Belastung  auf,  wobei  allerdings  noch  keine  Aß-
Plaques zu detektieren sind (Blanchard et al., 2003). Um ebenfalls die Effekte von 
diesen vermutlich intrazellulär erhöhten Aß-Spiegeln auf die mitochondriale Funktion 
zu überprüfen, wurde daher das Membranpotential 3 Monate alter non-tg und Thy-1 


















































Abbildung  3-8:  Vermindertes  mitochondriales  Transmembranpotential  3  Monate  alter  Thy-1  APP  transgener 
Mäuse unter basalen Bedingungen. 
Das basale Mitochondrienpotential von isolierten Mitochondrien 3 Monate alter non-tg und Thy-1 APP 
transgener Tiere wurde mittels des Fluoreszenzfarbstoffes R123 gemessen. Werte sind Mittelwerte ± 
S.E.M. von 6-8 Experimenten. (**p<0,01; non-tg versus Thy-1 APP, student`s t-test). 
 
Hierbei zeigte sich, dass Mitochondrien 3 Monate alter transgener Tiere ebenfalls 
durch ein signifikant erniedrigtes Membranpotential gekennzeichnet sind (Abb. 3.8). Ergebnisse 
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Interessanterweise  ist  der  beobachtete  Membranpotentialabfall  mit  der  Reduktion 
des  mitochondrialen  Transmembranpotentials  6  Monate  alter  Thy-1  APP  Mäuse 
vergleichbar (vergleiche Abbildung 3.1). 
 
3.1.3.1 Oxidativer Stress und Aß schädigen non-tg aber nicht Thy-1 
APP Mitochondrien  
Analog zu den Versuchen mit 6 Monate alten Mäusen (vgl. Kapitel 3.1.1.1), sollte der 
Effekt  von  oxidativem  und  nitrosativem  Stress  sowie  fibrillärem  Aß1-42  auf  die 
mitochondriale  Funktion  3  Monate  alter  Thy-1  APP  transgener  Tiere  überprüft 
werden. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen 6 Monate alter Mäuse, führt eine 
2-stündige  Inkubation  mit  H2O2,  SNP  und  Aß1-42  zu  keiner  Veränderung  des 
Membranpotentials von Thy-1 APP Mitochondrien. Demgegenüber reagieren non-tg 
Mitochondrien  mit  einer  starken  Depolarisation  des  Membranpotentials  nach 
oxidativem, nitrosativem und Aß1-42-induziertem Stress (Abb. 3.9).  Ergebnisse 
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Abbildung 3-9: Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials isolierter Mitochondrien von 3 Monate alten 
non-tg und Thy-1 APP transgenen Tieren nach sekundärem Insult mit H2O2, SNP und Aß1-42. 
Isolierte Mitochondrien von 3 Monate alten non-tg und Thy-1 APP transgenen Mäusen wurden für 2 
Stunden  mit  2mM  H2O2,  2mM  SNP  und  50nM  Aß1-42  inkubiert.  Das  mitochondriale 
Transmembranpotential  wurde  im  Anschluss  mittels  des  Fluoreszenzfarbstoffes  R123  ermittelt. 
Dargestellt  ist  der  prozentuale  Abfall  des  Transmembranpotentials  in  Bezug  zu  unbehandelten 
Kontroll-Mitochondrien nach A) Stimulation mit H2O2, B) Stimulation mit SNP und C) Stimulation mit 
Aß1-42.  Werte  sind  Mittelwerte  ±  S.E.M.  von  6  Experimenten.  (**p<0,01,  ***p<0,001;  versus 
unbehandelten Kontroll-Mitochondrien, student’s t-test). 
 
Aufgrund der Ergebnisse scheinen sowohl die vermutlich intrazellulär erhöhten Aß-
Spiegel als auch extrazelluläre Aß-Plaques in der Lage zu sein, eine mitochondriale 
Dysfunktion auszulösen. 
 Ergebnisse 
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3.2 Einfluss einer P301L Mutation auf die mitochondriale 
Funktion 
Die  Tau-Pathologie  ist  ein  charakteristisches  Merkmal  verschiedener 
neurodegenerativer  Erkrankungen,  inklusive  der  AD  und  der  FTDP-17.  Durch  die 
Identifizierung  von  Mutationen  im  Tau-Gen  bei  der  familiären  Form  der  FTDP-17 
konnte  zudem  gezeigt  werden,  dass  eine  Dysfunktion  des  Tau-Proteins  ausreicht 
Neurodegeneration und Demenz auszulösen. Aufgrund dessen sollte im nächsten 
Abschnitt  überprüft  werden,  ob ein  kausaler  Zusammenhang  zwischen  einer Tau-
Pathologie und mitochondrialer Dysfunktion besteht.  
 
Als Modell der Tau-Pathologie in vivo fungierten transgene Mäuse, welche das Tau-
Protein  mit  der  Mutation  P301L  überexprimieren.  P301L-Mäuse  weisen  eine 
Anhäufung von hyperphosphoryliertem Tau-Protein auf, sowie kommt es in diesen 
Tieren ab einem Alter von 6 Monaten zur NFT-Formation (Gotz et al., 2001a). Für die 
Versuche  wurden  verschiedene  Altersstufen  verwendet,  welche  unterschiedlichen 
Stadien in der Entwicklung einer Tau-Pathologie entsprechen. 
 
3.2.1 Einfluss von P301L auf das mitochondriale Membran-
potential  
Analog zu den Versuchen mit Thy-1 APP Tieren (vergleiche Kapitel 1.1.1) erfolgte 
zunächst  eine  Charakterisierung  der  mitochondrialen  Funktion  P301L  transgener 
Mäuse über die Bestimmung des Membranpotentials.  
 
Hierbei zeigte sich, dass 15 Monate alte P301L-Mäuse ein nahezu vergleichbares 
Membranpotential zudem von Wildtyp (WT)-Tieren aufweisen (Abb. 3.10). Zwar führt 
P301L-Tau  zu  einem  leichten  Abfall  des  Membranpotentials,  allerdings  ist  dieser 
nicht signifikant.  
 
 Ergebnisse 











































Abbildung  3-10:  Bestimmung  des  mitochondrialen  Membranpotentials  isolierter  Mitochondrien  von  WT-  und 
P301L-Mitochondrien. 
Das mitochondriale Membranpotential isolierter Mitochondrien von 15 Monate alten WT- und P301L-
Tieren wurde mittels des Fluoreszenzfarbstoffes R123 vermessen. Werte sind Mittelwerte ± S.E.M. 
von 6 Experimenten. (n.s.; WT versus P301L, student`s t-test).  
 
3.2.2 P301L Mäuse weisen mitochondriale Atmungsdefekte 
auf 
3.2.2.1 Einfluss einer P301L Mutation auf die mitochondrialen 
Atmungsketten-Komplexe 
Vorausgehende  Studien  an  P301L-Mäusen  belegen,  dass  die  Expression  von 
Untereinheiten der Komplexe I und V in diesen Tieren vermindert ist (David et al., 
2005). Aufgrund dessen sollte im nächsten Schritt die metabolische Kapazität und 
Funktion isolierter Mitochondrien von P301L transgenen Mäusen überprüft werden. 
Diesbezüglich  wurden  isolierte  WT-  und  P301L-Mitochondrien  mit  spezifischen 
Komplexinhibitoren  inkubiert.  Im  Anschluss  wurde  das  mitochondriale 
Membranpotential mittels R123 bestimmt. 
 
Mitochondrien  weisen  nach  Hemmung  aller  fünf  Atmungsketten-Komplexe  eine 
generelle  Reduktion  des  Transmembranpotentials  auf.  Übereinstimmend  mit  der 
Down-Regulierung  der  Komplex  I-  und  V-Untereinheiten  der  mitochondrialen 
Elektronentransportkette  (David  et  al.,  2005),  reagieren  P301L-Mitochondrien  im 
Vergleich  zu  WT-Mitochondrien  mit  einer  signifikant  stärkeren  Depolarisation  des Ergebnisse 
  97 
Transmembranpotentials  nach  Hemmung  des  Komplexes  I  mit  Rotenon  und  des 
Komplexes V mit Oligomycin (Abb. 3.11).  
 














































































































































Abbildung 3-11: Bestimmung des mitochondrialen Transmembranpotentials isolierter Mitochondrien 15 Monate 
alter WT- und P301L-Mäusen nach 1-stündiger Stimulation mit spezifischen Komplexinhibitoren. 
A)  Stimulation  mit  Rotenon  und  E)  Oligomycin  resultiert  in  einer  stärker  ausgeprägten 
Membranpotentialänderung bei P301L-Mitochondrien. Stimulation mit B) TTFA, C) Antimycin und D) 
Natriumazid resultiert in einer gleich ausgeprägten Membranpotentialänderung bei WT- und P301L-
Mitochondrien. Dargestellt ist jeweils der prozentuale Abfall des Transmembranpotentials in Bezug zu 
unbehandelten Kontroll-Mitochondrien. Werte sind Mittelwerte ± S.E.M. von 6 Experimenten. (*p<0,05; 
WT versus P301L, student`s t-test).  Ergebnisse 
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Komplex I durch Rotenon 
(50 µM) 
+ 11,42 % (*) 




Komplex III durch Antimycin 
(10 µM) 
n.s. 
Komplex IV durch Natriumazid 
(60 µM) 
n.s. 
Komplex V durch Oligomycin 
(50 µM) 
+ 17,86% (*) 
 
Tabelle  3.2:  Abfall  des  mitochondrialen  Membranpotentials  nach  Stimulation  mit 
Atmungsketteninhibitoren im Vergleich zu WT-Mitochondrien (Schädigung WT= 100%; *p<0,05; WT 
versus P301L, student`s t-test).  
 
 
Des Weiteren führt die P301L-Mutation zu einer signifikant reduzierten NADH:DBQ-
Aktivität 12 Monate alter Mäuse (Abb. 3.12 A). Demgegenüber weisen P301L- und 
WT-Mitochondrien identische NADH:HAR Aktivitäten auf, infolgedessen der Gehalt 
an  intaktem  Komplex  I  dieser  Mäuse  vergleichbar  ist  (Abb.  3.12  B).  Die 
Normalisierung  der  Komplex  I-Aktivität  mit  dem  Komplex  I-Gehalt  zeigt  auf,  dass 
P301L  transgene  Mäuse  durch  einen  funktionellen  Defekt  der  Komplex  I-Aktivität 
gekennzeichnet sind. Dieser spiegelt sich in einer Reduktion der Aktivität um 30,75% 
wider  (Abb.  3.12  C). Demgegenüber  scheint  die  P301L-Mutation  die  Komplex  IV-
Aktivität nicht zu beeinträchtigen, da unveränderte COX-Aktivitäten in P301L- und 
WT-Mitochondrien zu beobachten sind (Abb. 3.12 D). Ergebnisse 
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Abbildung 3-12: Reduzierte NADH:DBQ-Aktivität P301L transgener Mäuse 
A-C) Komplex I-Aktivität von zerebralen Mitochondrien 12 Monate alter WT- und P301L-Mäusen des 
gleichen  Alters  ergibt  A)  eine  reduzierte  NADH:DBQ-Aktivität  P301L-Mitochondrien  und  B) 
unveränderte NADH:HAR-Aktivitäten WT- und P301L-Mitochondrien. C) Komplex I-Aktivität normiert 
auf  den  Komplex  I-Gehalt  der  mitochondrialen  Präparation  als  DBQ/HAR-Verhältnis.  Werte  sind 
Mittelwerte ± S.E.M. von 6 Experimenten. (*p<0,05; WT versus P301L, student`s t-test). F) Weiterhin 
ergibt  die  Messung  unveränderte  COX-Aktivitäten.  Werte  sind  Mittelwerte  ±  S.E.M.  von  9 
Experimenten. (n.s.; WT versus P301L, student`s t-test). 
 
 
3.2.2.2 Reduzierte Atmungsrate und RCR P301L transgener Mäuse 
im Alter 
Ergänzend zu der Bestimmung der Komplexaktivitäten wurden die mitochondrialen 
Atmungsraten  von  WT-  und  P301L-Mäusen  mit  Hilfe  einer  Sauerstoffelektrode 
aufgenommen.  Die  Komplex  I-abhängigen  State  3-  und  State  4-Atmungsraten  12 
Monate  alter  P301L-Mäuse  sind  im  Vergleich  zu  denen  von  WT-Mäusen Ergebnisse 
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unverändert.  Demgegenüber  weisen  24  Monate  alte  P301L  transgene  Mäuse 
signifikant  reduzierte  State  3-  und  State  4-Atmungsraten  auf  (Abb.  3.13  A).  Dies 
spiegelt sich ebenfalls in einem verminderten Atmungskontrollindex 24 Monate alter 
P301L-Mäuse wider (Abb. 3.13 D). Es scheint, dass P301L-Tau die relative Effizienz 
der  mitochondrialen  Kopplung  der  Elektronentransport-Komplexe  im  Alter 
beeinträchtigt. Darüber hinaus zeigte sich, dass nach Entkopplung der Atmungskette 
mit  FCCP,  24  Monate  alte  P301L-Mäuse  einen  signifikant  verminderten 
Sauerstoffverbrauch aufweisen (Abb. 3.13 A). Demzufolge scheinen P301L-Mäuse 
im  Alter  weiterhin  durch  eine  verminderte  maximale  Kapazität  der 
Elektronentransportkette gekennzeichnet zu sein. Nach vollständiger Hemmung des 
Komplexes I durch Rotenon, wurde anschließend die Komplex II-abhängige Atmung 
durch Zugabe von Succinat bestimmt. Dies ergab, dass die Komplex II-abhängige 
Atmung in P301L-Mäusen nicht beeinträchtigt ist (Abb. 3.13 A). 
 
Abschließend  weisen  die  Ergebnisse  auf  eine  Reduktion  der  Komplex  I-Aktivität 
P301L transgener Mäuse hin, welche sich mit fortschreitendem Alter der Mäuse in 
einer verminderten Atmungsrate und RCR widerspiegelt.  Ergebnisse 
 101 
 
A                 























































































































































































































Abbildung 3-13: Reduzierter Sauerstoffverbrauch P301L- Mitochondrien im Alter. 
A) Sauerstoffverbrauch frisch isolierter zerebraler Mitochondrien von 12 Monate alten (oberer Graph) 
und  24  Monate  alten  (unterer  Graph)  Mäusen.  State  4-Atmung  wurde  nach  Zugabe  von 
Malat/Glutamat gemessen. Anschließend wurde ADP hinzugefügt und State 3 der Atmung gemessen. 
Nach  Bestimmung  der  gekoppelten  Atmung,  wurde  FCCP  hinzugefügt  und  die  Atmung  in 
Abwesenheit eines Protonengradienten gemessen. Um die Komplex I-abhängige Atmung zu hemmen, 
wurde  im  Anschluss  Rotenon  dem  Reaktionsgemisch  hinzugefügt.  Daran  anschließend  wurde  der 
parallele Input der Atmungskette durch Zugabe von Succinat gemessen. Abschließend wurde durch 
die Zugabe von KCN Komplex IV und folglich der Sauerstoffverbrauch gehemmt. B) Repräsentives 
Diagramm  der  Sauerstoffverbrauchsmessung  isolierter  Mitochondrien  einer  24  Monate  alten  WT 
Kontroll-Maus  (obere  Abbildung)  und  einer  gleich  alten  P301L-Maus  (untere  Abbildung),  welches 
deutlich den Abfall der Sauerstoffkonzentration während der Messung anzeigt. Der Sauerstoff-Flux 
und  die  Atmungsrate  der  Mitochondrien  wurden  nach  Zugabe  verschiedener  Stoffe  gemessen 
(gekennzeichnet durch Pfeile). Malat/Glutamat (State 4), ADP (State 3), FCCP, Rotenon, Succinat und 
KCN. C-D) Weiterhin wurde durch den Quotienten State 3/State 4 die RCR von C) 12 Monate alten 
und  D)  24  Monate  alten  Tieren  bestimmt.  Werte  sind  Mittelwerte  ±  S.E.M.  von  7  Experimenten. 
(*p<0,05; WT versus P301L, student`s t-test). Ergebnisse 
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3.2.2.3 Erhöhte Empfindlichkeit isolierter Mitochondrien von P301L-
Mäusen gegenüber Aß 
Obwohl  Aß-Plaques  und  neurofibrilläre  Bündel  in  denselben  Gehirnregionen 
auftreten,  fehlt  heutzutage  noch  der  Nachweis  eines  klaren  mechanistischen 
Zusammenhangs. Aufgrund dessen sollte die Wirkung von extrazellulär zugefügtem 
Aß auf die mitochondriale Funktion von WT- und P301L-Mäusen überprüft werden. 
Weiterhin  sollte  basierend  auf  neueren  Befunden,  dass  die  Aß-Toxizität  abhängig 
von  dem  Aggregatsausmaß  des  Peptides  ist  (Walsh  et  al.,  2002b;Ye  et  al., 
2004;Walsh  and  Selkoe,  2004;Cleary  et  al.,  2005),  neben  fibrillärem  ebenfalls 
oligomeres  Aß1-42  getestet  werden.  Hierzu  wurden  isolierte  Hirn-Mitochondrien 
P301L-  und  WT-Mäuse  zunächst  mit  3,75  nM  der  jeweiligen  Aß-Spezie  bzw.  als 
Kontrolle mit dem Lösungsmittel für 20 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurden die 
Atmungsraten an einer Sauerstoffelektrode vermessen. Um weiterhin den Einfluss 
des Alters in diesem Zusammenhang zu überprüfen, wurden Mitochondrien von 15 








































































































































Abbildung  3-14:  Erhöhte  Empfindlichkeit  isolierter  Mitochondrien  15  Monate  alter  P301L-Mäuse  gegenüber    
Aß1-42. 
Dargestellt ist jeweils der prozentuale Abfall der Atmungsrate von 15 Monate alten WT- und P301L 
transgenen  Mäusen  bezogen  auf  die  Atmungsraten  der  unbehandelten  Kontroll-Mitochondrien.  A) 
State 4-Atmung wurde nach Zugabe von Malat/Glutamat nach vorheriger Inkubation mit fibrillärem Aß 
(fib) oder oligomerem Aß (oligo) gemessen. B) Messung der State 3-Atmung nach Zugabe von ADP. 
C) Weiterhin wurde durch den Quotienten State 3/State 4 der Atmungskontrollindex bestimmt. D) Des 
Weiteren wurde der Sauerstoffverbrauch nach Entkopplung der Atmungskette mittels FCCP bestimmt. 
Werte  sind  Mittelwerte  ±  S.E.M.  von  6  Experimenten.  (*p<0,05,  **p<0,01,  ***p<0,001;  versus 
unbehandelten Kontroll-Mitochondrien; +p<0,05; WT versus P301L, student`s t-test). Ergebnisse 
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Abbildung  3-15:  Erhöhte  Empfindlichkeit  isolierter  Mitochondrien  21  Monate  alter  P301L-Mäuse  gegenüber    
Aß1-42 
Dargestellt ist jeweils der prozentuale Abfall der Atmungsrate von 21 Monate alten WT- und P301L 
transgenen  Mäusen  bezogen  auf  die  Atmungsraten  der  unbehandelten  Kontroll-Mitochondrien.  A) 
State 4-Atmung wurde nach Zugabe von Malat/Glutamat nach vorheriger Inkubation mit fibrillärem Aß 
(fib) oder oligomerem Aß (oligo) gemessen. B) Messung der State 3-Atmung nach Zugabe von ADP. 
C) Weiterhin wurde durch den Quotienten State 3/State 4 der Atmungskontrollindex bestimmt. D) Des 
Weiteren wurde der Sauerstoffverbrauch nach Entkopplung der Atmungskette mittels FCCP bestimmt. 
Werte  sind  Mittelwerte  ±  S.E.M.  von  6  Experimenten.  (*p<0,05,  **p<0,01,  ***p<0,001;  versus 
unbehandelten Kontroll-Mitochondrien; +p<0,05, ++p<0,01; WT versus P301L, student`s t-test). 
 
 
Bei  dieser  Versuchsreihe  zeigte  sich,  dass  fibrilläres  und  oligomeres  Aß1-42  im 
Rahmen  der  beschriebenen  Experimente  keine  Unterschiede  hinsichtlich  ihrer 
Toxizität aufweisen.  Ergebnisse 
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Die  extrazelluläre  Behandlung  mit  dem  Aß-Peptid,  sowohl  fibrillärem  als  auch 
oligomerem, beeinträchtigt nicht die Komplex I-abhängige State 4-Atmung (Abb. 3.14 
A + Abb. 3.15 A). Demgegenüber verursacht sie allerdings unterschiedliche Effekte 
auf  die  State-3  Atmung  je  nach  verwendetem  Genotyp  bzw.  Alter  der  Mäuse.  In 
einem  Alter  von  15  Monaten  reagieren  lediglich  P301L-Mitochondrien  empfindlich 
gegenüber  Aß  (Abb.  3.14  B).  Mit  fortschreitendem  Alter  (21  Monate)  sind  dann 
ebenfalls  Mitochondrien  von  WT-Mäusen  durch  eine  deutliche  Aß-induzierte 
Reduktion der State 3-Atmung gekennzeichnet (Abb. 3.15 B). Das Ausmaß der Aß-
Toxizität in Abhängigkeit vom Alter der Mäuse wird weiterhin durch die Bestimmung 
des  Atmungskontrollindexes  deutlich.  So  führt  die  Inkubation  mit  extrazellulär 
zugefügtem Aß beider Spezies nur bei 21 Monate alten Tieren zu einer signifikanten 
Reduktion der RCR (Abb. 3.14 C + 3.15 C). Demzufolge scheint oligomeres und 
fibrilläres  Aß  in  alten Tieren  eine  Verminderung  der  Effizienz  der  mitochondrialen 
Kopplung zu verursachen. Von großem Interesse hierbei ist der Befund, dass P301L-
Mitochondrien empfindlicher gegenüber dem Peptid reagieren als WT-Mitochondrien. 
Die  unterschiedliche  und  zudem  altersabhängige  Aß-Sensibilität  isolierter 
Mitochondrien  von  WT-  und  P301L-Mäusen  wird  ebenfalls  nach  Entkopplung  der 
Atmungskette mit FCCP deutlich. Während die Inkubation mit den Peptiden bei 15 
Monate  alten  P301L-Mäusen  zu  einer  signifikant  reduzierten  FCCP  entkoppelten 
Atmung  führt,  zeigen  Aß  behandelte  WT-Mitochondrien  nach  FCCP-Gabe  keine 
Unterschiede im Sauerstoffverbrauch gegenüber unbehandelten WT-Mitochondrien 
auf (Abb. 3.14 D). Ferner resultiert die extrazelluläre Aß-Behandlung bei alten (21 
Monate)  Tieren,  sowohl  WT-  als  auch  P301L-Mäusen,  gleichermaßen  in  einer 
Reduktion der entkoppelten Atmung (Abb. 3.15 D). Ergebnisse 
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3.3 Mitochondriale Funktion und Alter 
3.3.1 Reduktion des mitochondrialen Transmembran-
potentials in NMRI-Mäusen mit dem Alter 
Der Hauptrisikofaktor für die sporadische AD stellt das Altern dar. Aus diesem Grund 
sollte  der  Einfluss  des  Alters  auf  die  mitochondriale  Funktion  untersucht  werden. 
Hierzu  wurde  zunächst  das  Membranpotential  isolierter  Mitochondrien 
unterschiedlich  alter  NMRI-Mäuse  mittels  des  kationischen  Fluoreszenzfarbstoffes 
R123  bestimmt.  Es  wurden  Tiere  3  verschiedener  Altersstufen  verwendet:  a)  3-4 














































Abbildung 3-16: Vermindertes mitochondriales Membranpotential im Alter. 
Das basale Membranpotential isolierter Mitochondrien von 3-4, 12-13 und 21-24 Monate alten NMRI-
Mäusen wurde mittels des Fluoreszenzfarbstoffes R123 vermessen. Werte sind Mittelwerte ± S.E.M. 
von 6 Experimenten. (*p<0,05; versus 3 Monate, student`s t-test). 
 
Hierbei  zeigte  sich,  dass  das  Membranpotential  12-13  Monate  alter  Mäuse  im 
Vergleich  zu  dem  von  jungen  Tieren  noch  relativ  stabil  ist.  Es  ist  zwar  ein 
tendenzieller  Abfall  des  Membranpotentials  zu  erkennen,  welcher  allerdings  noch 
nicht  signifikant  ist  (Abb.  3.16).  Demgegenüber  sind  Mitochondrien  von  21-24 Ergebnisse 
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Monate  alten  Mäusen  durch  eine  signifikant  stärkere  Depolarisation  des 
Membranpotentials gekennzeichnet.  
 
3.3.2 Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials 
von isolierten Mitochondrien nach sekundärem Insult 
mit H2O2, SNP und Aß1-42  
Im Alter nimmt die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies zu. Einerseits als Folge 
abnehmender  Effizienz  der  oxidativen  Phosphorylierung,  zum  anderen  durch  eine 
Abnahme antioxidativer Schutzmechanismen innerhalb der Mitochondrien und des 
Zytoplasmas.  Aufgrund  dessen  sollte  überprüft  werden,  welchen altersabhängigen 
Effekt  oxidativer  und  nitrosativer  Stress  auf  die  mitochondriale  Funktion  ausübt. 
Weiterhin sollte die Auswirkung von fibrillärem Aß1-42 untersucht werden.  
 
 
Hierbei  zeigte  sich,  dass  nach  einer  2-stündiger  Inkubation  mit  H2O2  und  SNP 
isolierte  Mitochondrien  von  Mäusen  aller  drei  Altersstufen  eine  gleichgroße 
Schädigung des Membranpotentials aufweisen (Abb. 3.17 A,B). Im Gegensatz hierzu 
führt die Inkubation mit extrazellulärem Aß1-42 nur in Mitochondrien von 21-24 Monate 
alten NMRI-Mäusen zu einem signifikanten Abfall des Membranpotentials (Abb. 3.17 
C).  Ergebnisse 
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Abbildung 3-17: Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials isolierter Mitochondrien nach sekundärem 
Insult mit H2O2, SNP und Aß1-42. 
Isolierte Mitochondrien von 3-4, 12-13 und 21-24 Monate alten NMRI-Mäusen wurden für 2 Stunden 
mit  2mM  H2O2,  2mM  SNP  und  50nM  Aß1-42  inkubiert.  Das  mitochondriale  Transmembranpotential 
wurde im Anschluss mittels des Fluoreszenzfarbstoffes R123 ermittelt. Dargestellt ist der prozentuale 
Abfall  des  Transmembranpotentials  in  Bezug  zu  unbehandelten  Kontroll-Mitochondrien  nach  A) 
Stimulation mit H2O2, B) Stimulation mit SNP und C) Stimulation mit Aß1-42. Werte sind Mittelwerte ± 
S.E.M. von 6 Experimenten. (*p<0,05; versus 3-4 Monate, student`s t-test).   
 Ergebnisse 
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3.3.3 Alters-assoziierte mitochondriale Atmungsdefekte  
3.3.3.1 Einfluss des Alters auf die mitochondrialen Atmungsketten-
Komplexe 
Eine  experimentell  anerkannte  Tatsache  hinsichtlich  des  Alterns  und  der 
Energiebereitstellung  ist  das  Auftreten  verringerter  Elektronentransferaktivitäten  in 
mitochondrialen  Membranen.  Während  die  Komplexe  I  und  IV  eine  selektiv 
verringerte Enzymaktivität in isolierten Mitochondrien aus Ratten- und Mäuse-Leber, 
-Hirn, -Herz und -Nieren im Alter aufweisen, scheinen die Komplexe II und III im 
Großen  und  Ganzen  davon  unberührt  zu  sein  (Benzi  et  al.,  1992;Martinez  et  al., 
1994;Lenaz et al., 1997;Nakahara et al., 1998;Navarro, 2004;Navarro and Boveris, 
2004;Kumaran et al., 2005;Navarro and Boveris, 2007a;Navarro and Boveris, 2007b)  
 
Im nächsten Schritt sollte daher untersucht werden, inwiefern in unserem Tiermodell 
der  Alterungsprozess  einen  Einfluss  auf  die  Sensitivität  der  Atmungsketten-
Komplexe  gegenüber  spezifischen  Komplexinhibitoren  ausübt.  Hierbei  zeigte  sich, 
dass  isolierte  Mitochondrien  21-24  Monate  alter  Mäuse  nach  Inkubation  mit 
Inhibitoren  der  Komplexe  I  (Rotenon),  III  (Antimycin)  und  IV  (Natriumazid)  eine 
signifikant  stärkere  Depolarisation  des  mitochondrialen  Membranpotentials 
aufweisen als Mitochondrien junger Tiere (Abb. 3.18 A,C,D). Demgegenüber führt die 
Inhibition der Komplexe II und V in alten Mäusen nur zu einer tendenziell stärkeren 
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Abbildung 3-18: Bestimmung des mitochondrialen Transmembranpotentials isolierter Mitochondrien von NMRI-
Mäusen nach 1-stündiger Stimulation mit Komplexinhibitoren. 
A)  Stimulation  mit  Rotenon,  B)  TTFA,  C)  Antimycin,  D)  Natriumazid  und  E)  Oligomycin  führt 
altersabhängig zu einer größeren Membranpotentialänderung. Dargestellt ist der prozentuale Abfall 
des  Transmembranpotentials  in  Bezug  zu  unbehandelten  Kontroll-Mitochondrien.  Werte  sind 
Mittelwerte ± S.E.M. von 6 Experimenten (*p<0,05; 3-4 Monate versus 21-24 Monate, student`s t-test).  
 Ergebnisse 
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12-13  Monate  21-24 Monate 
Komplex I durch Rotenon 
(50 µM) 
n.s.  + 13,14 (*) 
Komplex II durch 
Thenoyltrifluoroacetan 
(60 µM) 
n.s.  n.s. 
Komplex III durch Antimycin 
(10 µM) 
n.s.  + 15,13 (*) 
Komplex IV durch 
Natriumazid 
(60 mM) 
n.s.  + 18,25 (*) 
Komplex V durch 
Oligomycin 
(50 µM) 
n.s.  n.s. 
 
Tabelle  3.3:  Abfall  des  mitochondrialen  Membranpotentials  nach  Stimulation  mit  spezifischen 
Komplexinhibitoren verglichen mit der Schädigung 3 Monate alter NMRI-Mitochondrien (Schädigung 3 
Monate = 100%, *p<0,05; 3-4 Monate versus 21-24 Monate, student`s t-test).) 
 
Weiterhin  weisen  12-13  und  21-24  Monate  alte  Mäuse  signifikant  reduzierte 
NADH:DBQ-Aktivitäten  auf  (Abb.  3.19  A).  Ferner  scheint  der  Gehalt  an  intaktem 
Komplex I durch den Alterungsprozess nicht beeinträchtigt zu sein, da unveränderte 
NADH:HAR-Aktivitäten bei allen drei Altersgruppen zu beobachten sind (Abb. 3.19 
B). Die Normalisierung der Komplex I-Aktivität mit dem Komplex I-Gehalt ergibt einen 
funktionellen  Defekt  der  Komplex  I-Aktivität  21-24  Monate  alter  NMRI-Mäuse, 
welcher  durch  eine  Reduktion  der  Enzymaktivität  um  28,79%  gekennzeichnet  ist 
(Abb. 3.19 C). Ergebnisse 
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Abbildung 3-19: Reduzierte Aktivität der NADH:DBQ-Aktivität mit dem Alter 
A-C)  Komplex  I-Aktivität  von  zerebralen  Mitochondrien  3-4,  12-13  und  21-24  Monate  alter  NMRI-
Mäuse  ergibt  A)  reduzierte  NADH:DBQ-Aktivitäten  in  12-13  und  21-24  Monate  alten  Mäusen 
gegenüber B) unveränderten NADH:HAR-Aktivitäten. C) Komplex I-Aktivität normiert auf den Komplex 
I-Gehalt der mitochondrialen Präparation als DBQ/HAR- Verhältnis. Werte sind Mittelwerte ± S.E.M. 
von 6 Experimenten. (*p<0,05; versus 3-4 Monate, student`s t-test).  Ergebnisse 
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3.3.3.2 Reduzierte Atmungsrate und RCR im Alter 
Zur  weiteren  Charakterisierung  der  altersbedingten  Defekte  der  mitochondriale 
Atmungskette, sollte zusätzlich der Sauerstoffverbrauch isolierter Hirn-Mitochondrien 
mit Hilfe eines Oxygraphen bestimmt werden.  
 
Hierbei  zeigte  sich,  dass  die  State  4-Atmung  durch  den  Alterungsprozess  nicht 
beeinträchtigt  wird  (Abb.  3.20  A).  Demgegenüber  weisen  Mitochondrien  21-24 
Monate alter NMRI-Mäuse eine signifikant verminderte State 3-Atmung auf, welche 
sich  ebenfalls  in  einem  signifikant  reduzierten  Atmungskontrollindex  manifestiert 
(Abb.  3.20  B,C).  Der  Alterungsprozess  scheint  mit  einer  zunehmenden 
Verminderung  der  relativen  Effizienz  der  mitochondrialen  Kopplung  der 
Elektronentransport-Komplexe  assoziiert  zu  sein.  Nach  Entkopplung  der 
Elektronentransportkette  mit  FCCP  weisen  Mitochondrien  alter  Mäuse  zwar  eine 
tendenzielle Reduktion der Atmungsrate auf, wobei diese gegenüber der von jungen 
Tieren  nicht  signifikant  ausgeprägt  ist  (Abb.  3.20  E).  Weiterhin  wurde  nach 
Hemmung  der  Komplex  I-abhängigen  Atmung  mittels  Rotenon  durch  Zugabe  von 
Succinat die Komplex II-abhängige Atmung bestimmt. Dabei zeigte sich, dass diese 







21-24 Monate Ergebnisse 
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Abbildung 3-20: Sauerstoffverbrauchsmessung von frisch isolierten zerebralen Mitochondrien von 3-4, 
12-13 bzw. 21-24 Monate alten NMRI-Mäusen. 
A) Repräsentives Diagramm der Sauerstoffverbrauchsmessung von 3-4 (oben), 12-13 (Mitte) bzw. 21-
24  (unten)  Monate  alter  NMRI-Mäuse,  welches  deutlich  den  Abfall  der  Sauerstoffkonzentration 
während der Messung anzeigt. Der Sauerstoff-Flux und die Atmungsrate der Mitochondrien wurden 
nach Zugabe verschiedener Stoffe gemessen (gekennzeichnet durch Pfeile). Malat/Glutamat (State 
4),  ADP  (State  3),  FCCP,  Rotenon,  Succinat  und  KCN.  B)  State  4-Atmung  nach  Zugabe  von 
Malat/Glutamat.  C)  Anschließend  wurde  ADP  hinzugefügt  und  State  3  der  Atmung  gemessen.  D) 
Nach  Bestimmung  der  gekoppelten  Atmung,  wurde  FCCP  hinzugefügt  und  die  Atmung  wurde  in 
Abwesenheit eines Protonengradienten gemessen. E) Weiterhin wurde durch den Quotienten State 3 / 
State 4 die RCR bestimmt. Werte sind Mittelwerte ± S.E.M. von 7 Experimenten. (*p<0,05; versus 3-4 
Monate, student`s t-test).  Ergebnisse 
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3.4 Überprüfung von Antidementiva auf ihre protektiven 
Eigenschaften auf die mitochondriale Funktion 
In  nächsten  Teil  dieser  Arbeit  sollte  untersucht  werden,  ob  in  der  AD-Therapie 
eingesetzte Antidementiva einen protektiven Effekt auf die mitochondriale Funktion 
direkt ausüben. Es standen Ginkgo biloba Extrakt und Piracetam zur Verfügung. Für 
diese  beiden  Substanzen  konnten  bereits  an  Zellmodellen  und  dissoziierten 
Hirnzellen  protektive  Effekte  auf  die  Mitochondrienfunktion  nachgewiesen  werden 
(Eckert et al., 2003;Eckert et al., 2005;Keil et al., 2005;Keil et al., 2006b). Aufgrund 
dessen sollte zur näheren Charakterisierung der Wirkweise der beiden Substanzen 
Versuche  an  isolierten  Mitochondrien  durchgeführt  werden.  Hierzu  wurden  über 
einen  Zeitraum  von  14  Tagen  weibliche  NMRI-Mäuse  ein  Mal  täglich  eine 
Einzeldosis des zu untersuchenden Wirkstoffes (Suspension/Lösung in 0,2%-igem 
Agarose-Gel)  bzw.  des  Vehikels  (Agarose-Gel  0,2%)  mittels  Schlundsondierung 
appliziert. Im Anschluss daran wurden die Effekte der beiden Substanzen auf die 
mitochondriale Funktion durch unterschiedliche Parameter überprüft. 
 
3.4.1 Schützender Effekt von Ginkgo biloba Extrakt auf die 
mitochondriale Funktion 
Der  Ginkgo  biloba  Extrakt  EGb761  wird  in  Deutschland  seit  20  Jahren  bei 
nachlassender  kognitiver  Leistungsfähigkeit  und  Demenzerkrankungen  eingesetzt. 
Weiterhin  ist  neuen  Forschungsergebnissen  zufolge  eine  beeinträchtigte 
Mitochondrienfunktion  ein  wichtiger  Baustein  im  Puzzle  um  die  Ursachen 
nachlassender  mentaler  Leistungsfähigkeit  im  Alter  und  bei  der  AD.  Um  zu 
überprüfen,  ob  Ginkgo  biloba  Extrakt  einen  protektiven  Effekt  auf  die 
Mitochondrienfunktion  direkt  ausübt,  wurden  isolierte  Mitochondrien  von  3  und  22 




3.4.1.1 Einfluss einer EGb761-Behandlung auf das mitochondriale 
Transmembranpotential von NMRI-Mäusen 
Hierzu  wurde  zunächst  das  mitochondriale  Membranpotential  mittels  des 
Fluoreszenzfarbstoffes  R123  unter  basalen  Bedingungen  vermessen.  In 
Übereinstimmung  mit  unseren  Altersstudien  (vgl.  Kapitel  3.3)  weisen  isolierte 
Mitochondrien  22  Monate  alter  Mäuse  ein  signifikant  reduziertes 
Transmembranpotential auf. Allerdings führt die Behandlungsstudie mit EGb761 zu 


















































Abbildung 3-21: Unverändertes mitochondriales Transmembranpotentials nach einer EGb761-Behandlung. 
Eine Gruppe der 3 bzw. 22 Monate alten NMRI-Mäuse wurde entweder mit 100 mg/kg Ginkgo/KG in 
0.2% Agarose-Lösung bzw. mit 0.2% Agarose-Lösung ein Mal täglich für zwei Wochen behandelt. 
Das  Membranpotential  isolierter  Mitochondrien  wurde  mittels  des  Fluoreszenzfarbstoffes  R123 
vermessen. Werte sind Mittelwerte ± S.E.M. von 7-8 Experimenten. (***p<0,001; 3 Monate versus 22 
Monate, ungepaarter student’s t-test). 
 
3.4.1.2 Protektiver Effekt von EGb761 auf die H2O2-induzierte 
mitochondriale Fehlfunktion 
Ein  wesentlicher  Mitochondrien  schädigender  Faktor  ist  der  oxidative  Stress, 
ausgelöst etwa durch freie Sauerstoffradikale. Um zu überprüfen, ob Ginkgo biloba 
Extrakt  protektive  Effekte  auf  die  mitochondriale  Funktion  nach  oxidativem  Stress Ergebnisse 
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ausübt, wurden isolierte Mitochondrien mit 2mM H2O2 für 2 Stunden gestresst und 
anschließend das Transmembranpotential mittels des Farbstoffes R123 bestimmt.  
 


























































Abbildung  3-22:  Protektiver  Effekt  von  EGb761  auf  die  Wasserstoffperoxid-induzierte  mitochondriale 
Fehlfunktion 
Eine Gruppe der 3 bzw. 22 Monate alten NMRI-Mäuse wurde entweder mit 100 mg/kg Ginkgo/KG in 
0.2% Agarose-Lösung bzw. mit 0.2% Agarose-Lösung ein Mal täglich für zwei Wochen behandelt. 
Dargestellt ist der prozentuale Abfall des Transmembranpotentials nach sekundärem Insult in Bezug 
zu unbehandelten Kontroll-Mitochondrien. Hierfür wurden isolierte Mitochondrien von A) 3 und B) 22 
Monate alten Tiere für 2 Stunden mit 2mM H2O2 inkubiert. Werte sind Mittelwerte ± S.E.M. von 7-8 
Experimenten. (*p<0.05,**p<0,01; Agarose- versus Ginkgo-behandelte Tiere, student`s t-test). 
 
Die R123-Fluoreszenz wird durch Inkubation mit H2O2 deutlich vermindert, was auf 
einen  Abfall  des  Membranpotentials  und  folglich  auf  eine  Schädigung  der 
Mitochondrien  hinweist.  Die  Behandlungsstudie  mit  EGb761  resultiert  sowohl  bei 
Mitochondrien  3  als  auch  22  Monate  alter  Mäuse  in  einer  Erhöhung  der  R123-
Fluoreszenz und demzufolge einer geringeren Schädigung durch H2O2 (Abb. 3.22). 
Demzufolge  scheint  Ginkgo  biloba  Extrakt  protektive  Effekte  gegenüber  H2O2-
induzierter mitochondrialer Fehlfunktion aufzuweisen.  
 
3.4.1.3 Protektiver Effekt von EGb761 auf die SNP-induzierte 
mitochondriale Fehlfunktion 
Weiterhin  sollte  überprüft  werden,  ob  eine  Behandlungsstudie  mit  Ginkgo  biloba 
Extrakt  ebenfalls  protektive  Effekte  auf  Mitochondrien  nach  nitrosativem  Stress 
ausübt. Hierfür wurden isolierte Mitochondrien mit SNP über einen Zeitraum von 2 Ergebnisse 
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Stunden gestresst. Dabei zeigte sich, dass durch eine Behandlung mit EGb761 die 
SNP-induzierte Membranpotentialänderung in Mitochondrien 3 Monate alter Mäuse 
verringert wird (Abb. 3.23 A). Demgegenüber weisen Mitochondrien 22 Monate alter 
Mäuse  nach  einer  EGb761-Behandlung  nur  eine  tendenzielle  Verringerung  der 
Membranpotentialänderung auf (Abb. 3.23 B)  
 



























































Abbildung 3-23: Protektiver Effekt von EGb761 auf die SNP-induzierte mitochondriale Fehlfunktion. 
Eine Gruppe der 3 bzw. 22 Monate alten NMRI-Mäuse wurde entweder mit 100 mg/kg Ginkgo/KG in 
0.2% Agarose-Lösung bzw. mit 0.2% Agarose-Lösung ein Mal täglich für zwei Wochen behandelt. 
Dargestellt ist der prozentuale Abfall des Transmembranpotentials nach sekundärem Insult in Bezug 
zu unbehandelten Kontroll-Mitochondrien. Hierfür wurden isolierte Mitochondrien von A) 3 und B) 22 
Monate alten Tiere für 2 Stunden mit 2mM H2O2 inkubiert. Werte sind Mittelwerte ± S.E.M. von 7-8 
Experimenten. (*p<0.05; Agarose- versus Ginkgo-behandelte Tiere, student`s t-test). Ergebnisse 
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3.4.2 Einfluss einer Ginkgo biloba Behandlung auf die 
Funktion der mitochondrialen Atmungsketten-
Komplexe von NMRI-Mäusen 
Defekte der mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe scheinen eine entscheidende 
Rolle bei der AD zu spielen. Aus diesem Grund sollten die Effekte einer EGb761-
Behandlung auf die einzelnen Komponenten der Atmungskette untersucht werden. 
Hierzu wurde wiederum eine Behandlungsstudie mit EGb761 über einen Zeitraum 
von 2 Wochen durchgeführt. Die isolierten Mitochondrien von Agarose- und EGb761-
behandelten Tieren wurden mit den Komplexinhibitoren Rotenon (Komplex I), TTFA 
(Komplex  II),  Antimycin  (Komplex  III),  Natriumazid  (Komplex  IV)  und  Oligomycin 
(Komplex V) für 1 Stunde inkubiert und anschließend das Transmembranpotential 
mittels R123 bestimmt.  Ergebnisse 
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Abbildung 3-24: Protektiver Effekt von EGb761 auf die mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe.  
Eine Gruppe der 3 (jung) bzw. 22 (alt) Monate alten NMRI-Mäuse wurde entweder mit 100 mg/kg 
Ginkgo/KG in 0.2% Agarose-Lösung bzw. mit 0.2% Agarose-Lösung ein Mal täglich für zwei Wochen 
behandelt. Dargestellt ist der prozentuale Abfall des Transmembranpotentials nach Stimulation mit 
Komplexinhibitoren  in  Bezug  zu  unbehandelten  Kontrolle-Mitochondrien.  Bestimmung  des 
Transmembranpotentials  isolierter  Mitochondrien  nach  1-stündiger  Stimulation  mit  A)  Rotenon,  B) 
TTFA,  C)  Antimycin,  D)  Natriumazid  und  E)  Oligomycin.  Werte  sind  Mittelwerte  ±  S.E.M.  von  6 
Experimenten. (*p<0.05; Agarose- versus Ginkgo-behandelte Tiere, student`s t-test). Ergebnisse 
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In  der  folgenden  Tabelle  sind  die  Effekte  von  EGb761  auf  die  mitochondrialen 
Atmungsketten-Komplexe zusammengefasst: 
 
  Protekion durch EGb761  
(100 mg/kg KG) 
 
Schädigung 
jung  alt 
Komplex  I  Rotenon (50 µM)  n.s.  - 13,22 (*) 
  II  TTFA (60 µM)  n.s.  n.s. 
  III  Antimycin (10 µM)  n.s.  n.s. 
  IV  Natriumazid (60 µM)  n.s.  - 12,60 (*) 
  V  Oligomycin (50 µM)  n.s.  - 14,13 (*) 
 
Tabelle  3.4:  Protektive  Effekte  von  Ginkgo  biloba  Extrakt  auf  die  mitochondrialen  Atmungsketten-
Komplexe (Schädigung Agarose behandelte Tiere = 100%; *p<0.05, Agarose- versus Ginkgo-behandelte 
Tiere, student`s t-test) 
 
Die Behandlung mit EGb761 führt bei jungen Tieren zu keinem Schutz der einzelnen 
Atmungsketten-Komplexe.  Demgegenüber  zeigte  sich,  dass  eine  2-wöchige 
Behandlung  mit  Ginkgo  biloba  Extrakt  bei  alten  Tieren  zu  einer  geringeren 
Membranpotentialänderung  nach  Inkubation  mit  Hemmstoffen  der  Komplexe  I,  IV 
und V resultiert (Abb. 3.24 A,D,E). Im Gegensatz hierzu scheinen die Komplexe I und 
III unter den von uns gewählten Bedingungen nicht geschützt zu werden (Abb. 3.24 
B,C).  
 
3.4.3 Schützender Effekt von Piracetam auf die 
mitochondriale Funktion 
3.4.3.1 Einfluss einer Piracetam Behandlung auf das mitochondriale 
Transmembranpotential von NMRI-Mäusen  
Piracetam zeigte bereits in untransfizierten PC12-Zellen protektive Effekte auf das 
mitochondriale  Membranpotential  und  die  ATP-Spiegel  nach  nitrosativem  und Ergebnisse 
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oxidativem Stress auf (Keil et al., 2006b). Um zu überprüfen, ob Piracetam ebenfalls 
protektive Effekte auf isolierte Mitochondrien ausübt, wurden 22 Monate alte NMRI-
Mäuse  im  Zuge  einer  Behandlungsstudie  mit  500  mg/kg  KG  Piracetam 
schlundsondiert. Im Anschluss wurde das mitochondriale Membranpotential mittels 
des  Fluoreszenzfarbstoffes  R123 unter  basalen  Bedingungen  bestimmt.  Es  zeigte 
sich,  dass  Piracetam nach einer Behandlungsstudie  keine  Effekte  auf das basale 
Transmembranpotential aufweist (Abb. 3.25). 
   
















































Abbildung  3-25:  Unverändertes  mitochondriales  Transmembranpotentials  nach  einer  2-wöchigen  Piracetam-
Behandlung. 
Eine Gruppe der 22 Monate alten NMRI-Mäuse wurde entweder mit 500 mg/kg Piracetam/KG in 0.2% 
Agarose-Lösung  bzw.  mit  0.2%  Agarose-Lösung  ein  Mal  täglich  für  zwei Wochen  behandelt.  Das 
basale Mitochondrienpotential wurde mittels des Fluoreszenzfarbstoffes R123 vermessen. Werte sind 
Mittelwerte  ±  S.E.M.  von  6-8  Experimenten.  (n.s.;  Agarose-  versus  Piracetam-behandelte  Tiere, 
student`s t-test). 
 
3.4.3.2 Protektiver Effekt von Piracetam auf die H2O2-induzierte 
mitochondriale Fehlfunktion  
Analog zu den Versuchen mit Ginkgo biloba Extrakt (vergleiche Kapitel 3.4.1.2) sollte 
der  protektive  Effekt  von  Piracetam  nach  oxidativem  Stress  untersucht  werden. 
Hierzu  wurden  isolierte  Mitochondrien  von  Agarose-  und  Piracetam-  behandelten 
Tieren für zwei Stunden mit H2O2 inkubiert. Anschließend wurde durch Bestimmung 
des  Membranpotentials  die  mitochondriale  Funktion  überprüft.  Dabei  zeigte  sich, 
dass Piracetam gegenüber H2O2-induzierter mitochondrialer Fehlfunktion protektive 

































Abbildung 3-26: Protektiver Effekt von Piracetam auf die H2O2-induzierte mitochondriale Fehlfunktion. 
Eine Gruppe der 22 Monate alten NMRI-Mäuse wurde entweder mit 500 mg/kg Piracetam/KG in 0.2% 
Agarose-Lösung bzw. mit 0.2% Agarose-Lösung ein Mal täglich für zwei Wochen behandelt. Isolierte 
Mitochondrien von 22 Monate alten Tieren wurden 2 h mit 2mM H2O2 inkubiert. Dargestellt ist der 
prozentuale Abfall des Transmembranpotentials nach sekundärem Insult in Bezug zu unbehandelten 
Kontroll-Mitochondrien. Man erkennt einen Abfall der R123-Fluoreszenz, was gleichbedeutend ist mit 
einem  Abfall  des  mitochondrialen  Membranpotentials.  Werte  sind  Mittelwerte  ±  S.E.M.  von  6 
Experimenten. (*p<0.05; Agarose- versus Piracetam-behandelte Tiere, student`s t-test). 
 
3.4.3.3 Piracetam schützt NMRI-Mitochondrien vor dem Angriff von 
Natriumnitroprussid 
Des Weiteren sollte überprüft werden, ob Piracetam ebenfalls protektive Effekte auf 
die  Mitochondrien  nach  nitrosativem  Stress  ausübt.  Hierfür  wurden  isolierte 
Mitochondrien mit SNP über einen Zeitraum von 2 Stunden gestresst. Es zeigte sich, 
dass  durch  eine  Behandlung  mit  Piracetam  die  mitochondriale 
Membranpotentialänderung  nach  nitrosativem  Stress  verringert  wird.  Demzufolge 
führt eine Piracetam-Behandlung zu einer geringeren SNP-induzierten Schädigung 


































Abbildung 3-27: Protektiver Effekt von Piracetam auf die SNP-induzierte mitochondriale Fehlfunktion. 
Eine Gruppe der 22 Monate alten NMRI-Mäuse wurde entweder mit 500 mg/kg Piracetam/KG in 0.2% 
Agarose-Lösung bzw. mit 0.2% Agarose-Lösung ein Mal täglich für zwei Wochen behandelt. Isolierte 
Mitochondrien von 22 Monate alten Tieren wurden 2 h mit 2mM SNP inkubiert. Dargestellt ist der 
prozentuale Abfall des Transmembranpotentials nach sekundärem Insult in Bezug zu unbehandelten 
Kontroll-Mitochondrien. Man erkennt einen Abfall der R123-Fluoreszenz, was gleichbedeutend ist mit 
einem  Abfall  des  mitochondrialen  Membranpotentials.  Werte  sind  Mittelwerte  ±  S.E.M.  von  6-7 
Experimenten. (*p<0.05; Agarose- versus Piracetam-behandelte Tiere, student`s t-test). 
 
3.4.4 Einfluss einer Piracetam Behandlung auf die Funktion 
der mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe von 
NMRI-Mäusen  
Da  eine  Behandlung  mit  Piracetam  protektive  Effekte  auf  das  mitochondriale 
Membranpotential  aufweist  und  durch  Studien  an  PC12-Zellen  ebenfalls  ein 
protektiver  Effekt  auf  die  mitochondriale  Atmungskette  beobachtet  werden  konnte 
(Keil et al., 2006b), sollte im Anschluss untersucht werden, ob Piracetam ebenfalls in 
vivo  einen  protektiven  Effekt  auf  die  mitochondrialen  Atmungskette-Komplexe 
aufweist.  
 
Piracetam  reduziert  in  Abhängigkeit  vom  Alter  der  Mäuse  die  Effekte  der 
verschiedenen  Komplexinhibitoren  auf  das  mitochondriale  Membranpotential. 
Während bei jungen Tieren eine Behandlung mit Piracetam zu einem Schutz der 
Komplexe I, II und IV führt, werden bei alten Tieren alle Atmungsketten-Komplexe 
durch Piracetam geschützt (Abb. 3.28).  Ergebnisse 
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Abbildung 3-28: Protektiver Effekt von Piracetam auf die mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe.  
Eine Gruppe der 3 (jung) bzw. 22 (alt) Monate alten NMRI-Mäuse wurde entweder mit 500 mg/kg 
Piracetam/KG  in  0.2%  Agarose-Lösung  bzw.  mit  0.2%  Agarose-Lösung  ein  Mal  täglich  für  zwei 
Wochen  behandelt.  Dargestellt  ist  der  prozentuale  Abfall  des  Transmembranpotentials  nach 
Stimulation  mit  Komplexinhibitoren  im  Vergleich  zur  unbehandelten  Kontrolle.  Bestimmung  des 
mitochondrialen Transmembranpotentials isolierter Mitochondrien nach 1-stündiger Stimulation mit A) 
Rotenon, B) TTFA, C) Antimycin, D) Natriumazid und E) Oligomycin. Werte sind Mittelwerte ± S.E.M. 
von 6 Experimenten. (*p<0,05; Agarose- versus Piracetam-behandelte Tiere, student`s t-test).  
 Ergebnisse 
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In  der  folgenden  Tabelle  sind  die  Effekte  von  Piracetam  auf  die  mitochondrialen 
Atmungsketten-Komplexe zusammengefasst: 
 
  Protekion durch Piracetam  
(500 mg/kg KG) 
 
Schädigung 
jung  alt 
Komplex  I  Rotenon (50 µM)  - 15,14 (*)  - 14,60 (*) 
  II  TTFA (60 µM)  - 18,00 (*)  - 26,46 (*) 
  III  Antimycin (10 µM)  n.s.  - 17,31 (*) 
  IV  Natriumazid (60 µM)  - 11,57 (*)  - 16,29 (*) 
  V  Oligomycin (50 µM)  n.s.  - 15,88 (*) 
 
Tabelle  3.5:  Protektive  Effekte  von  Piracetam  auf  die  mitochondrialen  Atmungsketten-Komplexe 
(Schädigung  Agarose  behandelte Tiere =  100%,  *p<0.05;  Agarose-  versus  Piracetam-behandelte  Tiere, 
student`s t-test) Diskussion 
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4  Diskussion 
4.1 Hintergrund und Relevanz der Untersuchung 
altersabhängiger neurodegenerativer Erkrankungen 
an isolierten Mitochondrien 
Die  demographische  Entwicklung  ist  in  industrialisierten  Ländern  drastischen 
Veränderungen  ausgesetzt.  Nach  Berechnungen  des  Statistischen 
Bundesamtes  wird  die  Altersgruppe  der  über  80-jährigen  in  Zukunft  die  am 
schnellsten wachsende Altersgruppe sein, wodurch sich eine „Überalterung“ der 




Abbildung  4-1:  Demographische  Entwicklung  der  BRD  (Statistisches  Bundesamt, 
Wiesbaden). 
 
Das  Alter  ist  zudem  der  größte  Risikofaktor  für  viele  neurodegenerative 
Erkrankungen,  wie  z.B.  für  Morbus  Parkinson  und  Morbus  Alzheimer. Diskussion 
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Insbesondere die Alzheimer Demenz (AD) weist hierbei eine hohe Prävalenz 
auf  (Riedel-Heller  et  al.,  2001).  Im  Allgemeinen  zeichnet  sich  die  AD  durch 
einen langsamen Krankheitsverlauf aus. Sie ist mit einer Störung und einem 
Verlust von Gehirnleistungen verbunden, wodurch es bei den Betroffenen im 
Endstadium der Erkrankung zu einem Verlust der individuellen Persönlichkeit 
kommt.  Die  AD  führt  zu  langwierigem  Leiden  der  Patienten,  zu  erheblichen 
Belastungen der betreuenden Angehörigen und zu hohen Versorgungskosten. 
Weltweit sind circa 24 Millionen Menschen von der AD betroffen. Ferner ist die 
Therapie  der  AD  trotz  intensiver  Forschungsanstrengungen  bislang  rein 
symptomatisch.  Sollte  ein  therapeutischer  Durchbruch  ausbleiben,  wird  im 
Hinblick auf die demographische Entwicklung unserer Gesellschaft die Zahl der 
AD-Patienten zukünftig weiter dramatisch ansteigen und sich bis in das Jahr 
2030 voraussichtlich mehr als verdoppeln (Fillit et al., 2002). Angesichts dessen 
sind die Erforschung und das Verständnis AD-relevanter Pathomechanismen 
von großer Bedeutung. Insbesondere Erkenntnisse, die zur Entwicklung neuer 
Präventionen  und  Therapien  führen,  bedeuten  eine  Steigerung  der 
Lebensqualität  für  den  Einzelnen  und  gleichzeitig  eine  Entlastung  der 
Gesundheits- und Sozialsysteme. 
 
Einzelne  AD-relevante  Pathomechanismen  sind  bereits  intensiv  erforscht 
worden. Dies führte zu neuen, zum Teil auch erstaunlichen Erkenntnissen über 
die Pathogenese dieser Erkrankung. So gibt es zahlreiche Hinweise, die auf 
eine Verbindung zwischen mitochondrialer Dysfunktion und der AD hindeuten. 
So  konnten  unter  anderem  frühe  Defekte  in  der  Glucose-Verwertung  in 
Gehirnen  von  AD-Patienten  beobachtet  werden  (Hoyer,  2000;Blass  et  al., 
2002).  Weiterhin  wird  dies  durch  zahlreiche  genetische,  biochemische  und 
molekular-biologische Studien untermauert (Zhu et al., 2004b;Reddy and Beal, 
2005).  Dennoch  ist  der  exakte  zugrunde  liegende  Mechanismus  bzw.  die 
Komplexität  der  Pathomechanismen,  welche  zu  mitochondrialer  Dysfunktion 
führen,  noch  nicht  vollständig  geklärt.  Dieses  fehlende  Verständnis  macht 
weitere  Forschungsbemühen nötig.  Erst  bei  umfassenderem  Verständnis  der 
einzelnen  Pathomechanismen  können  in  Zukunft  längerfristige Diskussion 
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Therapieoptionen  entwickelt  werden,  die  den  progredienten  Nervenzellabbau 
hinauszögern und eines Tages sogar nachhaltig hemmen. In der vorliegenden 
Arbeit wurde daher mitochondriale Dysfunktion in Zusammenhang mit der AD 
eingehender untersucht.  
 
Neben der Untersuchung von post mortem Hirngewebe, Laboruntersuchungen 
von Zerebrospinalflüssigkeit und Blut, sowie der Anwendung von bildgebender 
Verfahren  bei  AD-Patienten  spielen  seit  langem  auch  Tiermodelle  zum 
besseren Verständnis dieser Erkrankung eine entscheidende Rolle. So bieten 
u.a.  Labormäuse  durch  gezielte  experimentelle  Studien  am  lebenden, 
komplexen  Organismus  bzw.  an  Organen/  Zell-Organellen  (isolierte 
Mitochondrien)  ex  vivo  die  Möglichkeit  biochemische  und  physiologische 
Grundprozesse zu untersuchen. Daneben ermöglichen transgene Mäuse eine 
detaillierte Analyse spezifischer pathologischer Prozesse und bieten außerdem 
ein  außerordentliches  Potential  für  die  Entwicklung  neuer  Therapieansätze. 
Durch die Verwendung von isolierten Mitochondrien dieser Mäuse kann zudem 
der  Einfluss  AD-relevanter  Pathomechanismen  direkt  auf  die  mitochondriale 
Atmungskette untersucht werden.  
 
4.2 Mitochondriale Dysfunktion und AD 
4.2.1 Mitochondriale Funktion und Aß 
4.2.1.1 Einfluss von Aß auf das mitochondriale Transmembran-
potential 
Diverse  Studien  weisen  daraufhin,  dass  das  Amyloid-ß-Peptid  (Aß)  direkt 
toxisch auf isolierte Mitochondrien wirkt. So konnte bereits an verschiedenen 
Zellmodellen,  welche  APP  mit  der  Schwedischen  Mutation  exprimieren 
(APPsw),  gezeigt  werden,  dass  Aß  abhängig  vom  Expressionslevel 
unterschiedliche Effekte auf das mitochondriale Membranpotential ausübt (Keil Diskussion 
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et  al.,  2006a).  Weiterhin  konnte  an  untransfizierten  PC12-Zellen  gezeigt 
werden, dass extrazelluläres Aß konzentrationsabhängig oxidativen Stress und 
mitochondriale Dysfunktion verursacht (Keil et al., 2004). Die in dieser Arbeit 
erhobenen Daten unterstützen diesen Befund. Unsere Versuche mit isolierten 
Hirn-Mitochondrien bestätigen, dass extrazelluläres und intrazelluläres Aß mit 
mitochondrialer Dysfunktion assoziiert ist.  
 
So konnte gezeigt werden, dass isolierte Hirn-Mitochondrien von 6-8 Monate 
alten Thy-1 APP transgenen Mäusen unter basalen Bedingungen ein signifikant 
erniedrigtes  Membranpotential  im  Vergleich  zu  dem  von  non-tg  Tieren 
aufweisen. In Übereinstimmung mit diesem Befund sind dissoziierte Hirnzellen 
von 6 Monate alten Thy-1 APP transgenen Mäusen durch eine Reduktion des 
Membranpotential  und  der  ATP-Level  gekennzeichnet  (Hauptmann  et  al., 
2006). Demgegenüber weisen APPsw-PC12-Zellen eine Hyperpolarisation des 
mitochondrialen Membranpotentials auf (Keil et al., 2006a). Von den Autoren 
wird  spekuliert,  dass  APPsw-PC12-Zellen  zur  Aufrechterhaltung  zellulärer 
Funktionen und folglich ihrer Zellviabilität einen Abwehrmechanismus besitzen, 
welcher  durch  eine  Umkehrung  der  ATP-Synthase  zu  einer  gesteigerten 
Glykolyserate  führt.  Dieses  zu  unseren  Beobachtungen  kontroverses 
Ergebnisse  muss  allerdings  mit  Sorgfalt  betrachtet  werden.  Bei  PC12-Zellen 
handelt es sich um auf Tumorzellen basierende Modelle, welche von vornherein 
einen veränderten Energiemetabolismus aufweisen. Die Energieversorgung in 
diesen Zellen wird überwiegend durch die Glykolyse gewährleistet und nicht wie 
in  unserem  Modell  durch  die  oxidative  Phosphorylierung.  Effekte  von 
extrazellulärem bzw. intrazellulärem Aß resultieren daher hauptsächlich in einer 
Beeinflussung der Glykolyse und nicht der mitochondrialen Atmungskette (Bigl 
and Eschrich, 1995).  
 
Eine  denkbare  Erklärung  für  das  verminderte  Membranpotential  Thy-1  APP 
transgener  Mäuse  könnte  in  einer  Reduktion  der  Anzahl  neuronaler 
Mitochondrien  begründet  liegen.  Von  großem  Interesse  in  diesem 
Zusammenhang sind die Ergebnisse von Hirai und Mitarbeitern. Sie konnten Diskussion 
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durch  morphologische  Untersuchungen  des  frontalen  und  temporalen  Kortex 
von AD-Patienten strukturelle Veränderungen und eine Reduktion der Anzahl 
neuronaler  Mitochondrien  aufzeigen  (Hirai  et  al.,  2001).  Jedoch  ist  die 
Gesamtmenge  neuronaler  Mitochondrien  in  non-tg  und  Thy-1  APP  Mäusen 
identisch. Hierdurch kann der oben erwähnte Pathomechanismus in dem von 
uns verwendeten Versuchsmodell nahezu vollständig ausgeschlossen werden 
(Hauptmann et al., 2006). Aus diesem Grund scheint es, dass die erhöhte Aß-
Produktion  und  die  daraus  resultierende  chronische  Aß-Belastung  über  eine 
Beeinträchtigung  der  mitochondrialen  Funktion  die  beobachtete  Störung 
auslöst.  In  Übereinstimmung  resultiert  die  erhöhte  Aß-Produktion  in  APPsw-
PC12-Zellen  in  signifikant  erhöhten  NO-Leveln,  veränderten  COX-Aktivitäten 
und reduzierten ATP-Leveln (Eckert et al., 2001;Leutz et al., 2002). 
 
Des  Weiteren  führt  die  Inkubation  mit  H2O2  und  SNP  zu  einem  signifikant 
reduzierten mitochondrialen Membranpotential in isolierten Mitochondrien von 
non-tg Tieren. Demgegenüber scheinen Mitochondrien Thy-1 APP transgener 
Mäuse  offenbar  nicht  durch  oxidativen  und  nitrosativen  Stress  zusätzlich 
geschädigt  werden  zu  können.  Im  Gegensatz  dazu  reagieren  APPsw-PC12-
Zellen  nach  oxidativem  und  nitrosativem  Stress  mit  einer  stärkeren 
Depolarisierung des mitochondrialen Membranpotentials, einer Reduktion der 
ATP-Spiegel und einer erhöhten Apoptose-Rate im Vergleich zu APPwt- und 
Vektor-transfizierten Zellen (Eckert et al., 2001;Marques et al., 2003;Keil et al., 
2004). Die Diskrepanz dieser Ergebnisse zu unseren Daten könnte wiederum in 
dem veränderten Energiemetabolismus von PC12-Zellen begründet liegen. In 
Übereinstimmung  mit  unserer  Beobachtung  weisen  allerdings  dissoziierte 
Hirnzellen von Thy-1 APP transgenen Tieren ebenfalls keinen bzw. nur einen 
geringen Abfall des mitochondrialen Membranpotentials nach nitrosativem und 
oxidativem Stress auf (Hauptmann et al., 2006). Eine mögliche Ursache für die 
geringe Empfindlichkeit gegenüber einem weiteren toxischen Insult könnte die 
chronische  Aß-Belastung  der  Thy-1  APP  transgenen  Tiere  sein.  Thy-1  APP 
Mitochondrien  scheinen  bereits  massiv  vorgeschädigt  zu  sein.  Ein  exogen 
zugeführter Stressor könnte lediglich wie ein Tropfen Wasser auf dem heißen Diskussion 
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Stein wirken, sodass eine zusätzliche Schädigung mit der von uns gewählten 
Messmethode  nicht  ersichtlich  wird.  Des  Weiteren  könnte  der  beobachtete 
Phänotyp  in  Thy-1  APP  transgenen  Mäusen  von  gewissen 
Kompensationsmechanismen herrühren. Es ist durchaus denkbar, dass diese 
zur  Aufrechterhaltung  eines  gewissen,  zum  Überleben  notwendigen 
Membranpotentials  trotz  sekundärer  Schädigung  beitragen.  Eine  weitere 
derzeitig diskutierte Möglichkeit ist, dass Aß in der Lage ist oxidativen Stress zu 
reduzieren  (Nunomura  et  al.,  2001).  So  konnten  Cuajungcom  et  al.  (2000) 
demonstrieren, dass Aß als Superoxid-Dismutase antioxidativ wirkt und folglich 
protektive  Eigenschaften  aufweist  (Cuajungcom  et  al.,  2000).  Die  genauen 
zugrunde  liegenden  Mechanismen  des  beobachteten  Phänotyps  von  Thy-1 
APP  transgenen  Mäusen  nach  oxidativem  und  nitrosativem  Stress  sind 
allerdings bisher rein spekulativ und müssten durch weiterführende Versuche 
geklärt werden.  
 
4.2.1.2 Effekte von Aß auf die mitochondrialen Atmungsketten-
Komplexe und die gesamte Atmungskette 
Um  zu  überprüfen,  ob  Aß  einen  direkten  Effekt  auf  die  Atmungskette  hat, 
wurden weiterhin isolierte Mitochondrien von non-tg und transgenen Mäusen 
mit spezifischen Inhibitoren der Komplexe I bis V gestresst. Die anschließende 
Bestimmung des Membranpotentials erbrachte, dass nach der Hemmung des 
Komplexes  IV  mit  Natriumazid  Thy-1  APP  transgene  Mäuse  mit  einem 
signifikant stärkeren Abfall des Membranpotentials reagieren als non-tg Tiere.  
 
Der  beobachtete  Phänotyp  könnte  durch  eine  Vielzahl  von  Mechanismen 
verursacht werden, wie u.a. durch:  
 
a)  eine erhöhte Membranpermeabilität der inneren Mitochondrienmembran;  
b)  einer Abnahme des COX-Gehaltes;  
c)  einer reduzierten COX-Aktivität bzw. 
d)  in einer Kombination der oben genannten Ursachen. Diskussion 
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Eine konkrete Aussage über die verantwortliche/n Ursache/n kann zum jetzigen 
Zeitpunkt nicht getroffen werden. Allerdings wird durch die direkte Bestimmung 
der Komplex IV-Aktivität eine signifikante Reduktion der COX-Aktivität in Thy-1 
APP  Mäusen  bestätigt.  Passend  zu  diesem  Befund  konnten  in  zahlreichen 
Studien  eine  Beeinträchtigung  der  COX-Aktivitäten  bei  AD-Patienten 
nachgewiesen werden (Cottrell et al., 2002;Cardoso et al., 2004a). Ergänzend 
wurden  in  Blutplättchen  von  AD-Patienten  ebenfalls  erniedrigte  Komplex  IV-
Aktivitäten beobachtet (Bosetti et al., 2002). Eine mögliche Erklärung für die 
beeinträchtigte  COX-Aktivität  Thy-1  APP  transgener  Tiere  könnte  das 
Vorhandensein von APP bzw. Aß im Mitochondrium und folglich eine direkte 
Hemmung der Aktivität sein. Diese Theorie wird durch eine Vielzahl von Studien 
bekräftigt. So konnte unter anderem gezeigt werden, dass APP in neuronalen 
Mitochondrien  von  APP-transgenen  Tieren  lokalisiert  ist  und  mitochondriale 
Dysfunktion auslöst (Anandatheerthavarada et al., 2003). In Übereinstimmung 
konnte  Keil  et  al.  (2004)  die  Co-Lokalisation  des  APP-Antikörpers  mit  dem 
mitochondrienselektiven  ATP-Synthase  Antikörper  in  APPsw-PC12-Zellen 
feststellen (Keil et al., 2004). Ferner wiesen Lustbader und Mitarbeiter (2004) 
Aß, gebunden an ABAD (Aß-binding alcohol dehydrogenase), in Mitochondrien 
von AD-Gehirnen und von APP-transgenen Mäusen nach. Dies war ebenfalls 
mit  einer  erhöhten  Cytochrom-c-Freisetzung,  verstärkter  ROS-Bildung  und 
erhöhter Apoptoserate assoziiert (Lustbader et al., 2004). Daneben wurde in 
Mitochondrien kortikaler Neurone von AD-Patienten eine Anreicherung von Aß 
demonstriert  (Fernandez-Vizarra  et  al.,  2004).  Des  Weiteren  konnte  gezeigt 
werden, dass Aß COX direkt inhibitiert (Parks et al., 2001;Casley et al., 2002). 
Angesichts dessen ist zu vermuten, dass die Verminderung der COX-Aktivität in 
Thy-1  APP  transgenen  Mäusen  durch  direkte  Effekte  des  überproduzierten 
doppelmutierten  Aß  auf  die  Mitochondrien  hervorgerufen  wird.  Da  die 
Aktivitäten  der  Atmungskettenenzyme  einen  direkten  Einfluss  auf  den 
Energiemetabolismus haben, könnte eine derartige Aktivitätsminderung eines 
Enzyms  die  neuronale  Degeneration,  wie  sie  ebenfalls  bei  der  AD  zu 
beobachten ist, teilweise bedingen.  Diskussion 
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Die Hemmung der COX-Aktivität könnte möglicherweise durch eine strukturelle 
Veränderung des Enzyms bedingt sein. Eine ähnliche Erklärung wurde bereits 
von  Parker  und  Mitarbeitern  (1991)  vorgeschlagen.  Sie  vermuten,  dass  die 
Bindung von Aß an das Enzym zu strukturellen Veränderungen der kinetischen 
Bindestellen führt, welche zu einer Affinitätsänderung für Cytochrom c resultiert 
(Parker, Jr., 1991). So konnten sie nachweisen, dass isolierte COX aus AD-
Gehirnen einen Verlust von zwei Cytochrom c-Bindestellen aufweist.  
 
Ein weiterer Hinweis für den Zusammenhang von mitochondrialer Dysfunktion 
und Aß wird durch unsere Sauerstoffverbrauchsmessungen demonstriert. Die 
Inkubation  mit  extrazellulär  zugefügtem  Aß  zu  non-tg  Mitochondrien  führt  zu 
einer  Verminderung  der  Komplex  I-abhängigen  State  3-Atmung.  In  diesem 
Zustand  der  Atmung  stehen  den  Mitochondrien  ausreichend  Sauerstoff, 
Substrate  (Malat/Glutamat),  ADP  und  Phosphat  zur  Verfügung,  sodass  die 
oxidative  Phosphorylierung  mit  maximaler  Geschwindigkeit  abläuft. 
Demgegenüber übt Aß keine Effekte auf die Komplex II-abhängige Atmung aus. 
Durch Zugabe des Substrates Succinat werden die Elektronen auf der Stufe 
des Komplexes II in die Atmungskette eingeschleust und über die Komplexe III 
und  IV,  ohne  Mitwirkung  des  Komplexes  I,  auf  den  terminalen  Akzeptor 
Sauerstoff übertragen. Da hierbei keine Veränderung des Sauerstoffverbrauchs 
zu beobachten ist, kann vermutet werden, dass die beobachtete Verminderung 
der Komplex I-abhängigen State 3-Atmung nach extrazellulärer Aß-Behandlung 
ebenfalls  in  einer  Beeinträchtigung  des  Komplexes  I  begründet  liegt.  Die 
reduzierte  State  3-Atmung  manifestiert  sich  ebenfalls  in  einer  verminderten 
RCR. Demzufolge scheint Aß zu einer Verminderung der relativen Effizienz der 
metabolischen Kopplung der Elektronentransportkomplexe zu führen. Weiterhin 
ermöglicht man durch die Zugabe von Entkopplern wie FCCP, einen passiven 
Rückfluss  von  H
+  über  die  innere  mitochondriale  Membran,  was  in  einer 
Aufhebung des elektrochemischen Potentials resultiert. In diesem Zustand wird 
die  im  Protonengradienten  gespeicherte  Energie  nicht  im  ATP  gespeichert, 
sondern  als  Wärme  freigesetzt.  Dieser  Zustand  ist  durch  einen  erhöhten Diskussion 
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Sauerstoffverbrauch gekennzeichnet. Hierbei zeigte sich, dass die Inkubation 
mit Aß ebenfalls zu einer Verminderung der FCCP-entkoppelten Atmungsrate 
führt.  
 
Unsere  Ergebnisse  sind  in  Übereinstimmung  mit  einer  kürzlich  erschienenen 
Studie von Aleardi et al. (2005). Die Arbeitsgruppe untersuchte den Effekt von 
verschiedenen Aß-Formen auf die mitochondriale Atmungskette. Sie konnten 
demonstrieren, dass der Anstieg der mitochondrialen Membranviskosität durch 
Aß1-42 mit einem Abfall des ATP/O Verhältnisses assoziiert ist (Aleardi et al., 
2005). Weiterhin schlagen Sie verschiedene Mechanismen der Aß-Toxizität auf 
die mitochondriale Funktion vor, wie unter anderem eine direkte inhibitorische 
Wirkung auf die einzelnen Atmungsketten-Komplexe. So konnten sie eine 10%-
ige Inhibition des Komplexes I, eine 23%-ige Hemmung des Komplexes III und 
eine bis zu 51%-ige Hemmung der COX nachweisen. Weiterhin postuliert diese 
Arbeitsgruppe, dass Aß die Produktion von mitochondrialem H2O2 stimuliert und 
zu  einer  Cytochrom  c  Freisetzung  führt  (Aleardi  et  al.,  2005).  Unsere 
Ergebnisse in Zusammenhang mit den in der Literatur veröffentlichten Daten 
sprechen für eine kausale Verbindung der Aß-Toxizität mit der mitochondrialen 
Dysfunktion.  
 
Von großem Interesse hierbei ist, dass isolierte Mitochondrien 6-8 Monate alter 
Thy-1  APP  Tiere  einen  identischen  Sauerstoffverbrauch  wie  non-tg  Tiere 
aufweisen. Dieses Ergebnis ist zunächst überraschend, da transgene Mäuse in 
diesem  Alter  bereits  durch  mitochondriale  Defizite,  wie  ein  verringertes 
Membranpotential,  reduzierte  ATP-Level  (Hauptmann  et  al.,  submitted)  und 
eine signifikante Reduktion der COX-Aktivität gekennzeichnet sind. Vor allem 
die  verminderte  Komplex  IV-Aktivität  scheint  im  Widerspruch  mit  der  nicht 
beeinträchtigten Komplex I-abhängigen Atmung Thy-1 APP transgener Tiere zu 
stehen. Durch die Zugabe von Malat/Glutamat werden die Elektronen auf der 
Stufe  des  Komplexes  I  in  die  Atmungskette  eingeschleust  und  über  die 
Komplexe III und IV auf Sauerstoff übertragen. Die Effizienz der Atmungskette 
hängt in diesem Zustand von der Intaktheit aller drei Atmungsketten-Komplexe Diskussion 
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ab. Auf Grund dessen würde man erwarten, dass sich das Defizit der Komplex 
IV-Aktivität  im  Sauerstoffverbrauch  widerspiegeln  müsste.  Es  ist  daher 
anzunehmen, dass der beobachtete Defekt des Komplexes IV hierbei allerdings 
noch nicht limitierend auf die gesamte Atmungskette wirkt.  
 
Diese denkbare Erklärung stützt sich auf die Annahme, dass Enzymaktivitäten 
während  der  Evolution  so  angelegt  wurden,  dass  gewisse 
Enzymverminderungen  keine  schwerwiegenden  Defekte  verursachen,  da  die 
Enzyme in überschüssiger Kapazität vorhanden sind. Hiernach teilen sich alle 
Enzyme eines metabolischen Systems die Kontrolle über die Flussrate, wobei 
eine Dominanz eines einzelnen Enzyms entfällt (Kacser and Burns, 1979). Bei 
Aktivitätsverminderungen  einzelner  Enzyme,  wie  in  unserem  Fall  einer 
Reduktion  der  COX-Aktivität  um  30,44%  in  6-8  Monate  alten  Thy-1  APP 
transgenen  Tieren,  müsste  demzufolge  mit  dem  Phänomen  überschüssiger 
Enzymkapazitäten  im  Vergleich  zum  gesamten  metabolischen  System 
gerechnet  werden.  Weiterhin  basiert  die  in  dieser  Arbeit  verwendete 
biochemische  Methode  zur  Bestimmung  der  Komplex  IV-Aktivität  auf  dem 
Prinzip  der  photometrischen  Konzentrationsbestimmung  des  durch  die 
Enzymreaktion  umgewandelten  Substrates  Cytochrom  c  unter  maximaler 
Auslastung  des  Enzyms.  Im  Gegensatz  hierzu  spiegelt  die  Bestimmung  des 
Sauerstoffverbrauches  isolierter  Mitochondrien  die  gesamte  Kapazität  der 
Elektronentransportkette wider. Ein weiterer Faktor der berücksichtigt werden 
muss  ist  die  Tatsache,  dass  in  unseren  Versuchen  der  Sauerstoffverbrauch 
isolierter Mitochondrien unter experimentellen Bedingungen gemessen wurde. 
Diese können sich von den Bedingungen in vivo unterscheiden und somit einen 
Rückschluss auf die tatsächliche respiratorische Kapazität in vivo erschweren. 
So können bekannte Regulatoren der Atmungsfunktion, wie unter anderem NO 
während  der  Isolation  der  Mitochondrien  verloren  gehen,  so  dass  deren 
zusätzlicher Einfluss auf den Sauerstoffverbrauch isolierter Mitochondrien nicht 
bestimmt  wird.  In  vivo  bzw.  in  ganzen  Zellen  hingegen  können  solche 
Regulatoren  vorhanden  sein  und  die  respiratorische  Kapazität  beeinflussen 
(Brookes et al., 2001).  Diskussion 
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In nachfolgenden Experimenten zeigte sich, dass mit erhöhter Aß-Produktion im 
Alter,  die  anderen  Komplexe  der  Atmungskette  nicht  mehr  in  der  Lage  sind 
dieses Defizit auszugleichen. In einem Alter von 17 Monaten weisen Thy-1 APP 
transgene Tiere eine reduzierte State 3-Atmung auf. Es ist daher zu vermuten, 
dass Mitochondrien Thy-1 APP transgener Tiere mit dem Alter eine verminderte 
Kapazität aufweisen, Sauerstoff in Anwesenheit von Komplex I-Substraten und 
einer limitierten Menge an ADP zu metabolisieren. Ferner konnten reduzierte 
Komplex I- und Komplex IV-Aktivitäten in isolierten Gehirn-Mitochondrien von 
alten Mäusen und Ratten festgestellt werden (Nakahara et al., 1998;Navarro, 
2004;Navarro and Boveris, 2004). Daher ist weiterhin zu vermuten, dass die 
Aktivitätsverluste im Alter das Komplex I- und IV-Defizit Thy-1 APP transgener 
Mäuse verstärken, wodurch eine Beeinträchtigung der Atmungsrate resultiert. 
Es ist davon auszugehen, dass der beobachtete Phänotyp in alten Thy-1 APP 
transgenen Tieren  durch  einen  synergistischen  Effekt  von Alterseffekten  und 
der Aß-Pathologie hervorgerufen wird (vgl. Abb. 4.2). 
Eine  mögliche  Ursache  für  den  toxischen  Effekt  von  Aß,  könnte  in  der 
Membran-destabilisierenden Eigenschaft begründet liegen (Müller et al., 2001). 
Weiterhin könnte die Toxizität von Aß zu einer direkten Hemmung der einzelnen 





Abbildung 4-2: Synergistischer Effekt des Alters und Aßs auf die mitochondriale Dysfunktion 
Die Aß-Pathologie ist mit einer signifikanten Reduktion der COX-Aktivität assoziiert. Zusammen 
mit der altersbedingten Abnahme der Komplex I und Komplex IV-Aktivität führt dies zu einer 
verminderten  Effizienz  der  Kopplung  zwischen  den  Atmungskettenkomplexen  in  alten  Thy-1 
APP transgenen Tieren.  
 
Unsere  Ergebnisse  sind  in  Übereinstimmung  mit  einer  kürzlich  erschienenen 
Studie  von  Caspersen  et  al.  (2005).  Diese  Gruppe  arbeitete  mit  isolierten 
Mitochondrien  von  Tg  mAPP  Mäusen.  Sie  beobachteten  vergleichbare 
Sauerstoffverbrauchswerte in 4 Monate alten, tendenziell erniedrigte Level in 8 
Monate  alten  und  statistisch  erniedrigte  Level  in  12  Monate  alten  Tg  mAPP 
Mäusen im Vergleich zu jeweils gleich alten non-tg Mäusen (Caspersen et al., 
2005).  Durch  die  Bestimmung  der  Aß1-42-Level  in  den  Gehirnen  der  Mäuse 
konnten  sie  zudem  zeigen,  dass  Aß1-42  schrittweise  in  Mitochondrien 
akkumuliert  und  12  Monate  alten  Tg  mAPP  Mäuse  eine  Konzentration  von 
~2800 pg/mg des mitochondrialen Gesamtproteins erreicht (Caspersen et al., 
2005).  Weiterhin  demonstrierten  sie,  dass  eine  Assoziation  zwischen  der 
zunehmenden Akkumulation von Aß mit veränderter mitochondrialer Funktion Diskussion 
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auf der Ebene des Sauerstoffverbrauchs und der Funktion der Komplexe III und 
IV  besteht.  In  Übereinstimmung  wurde  ebenfalls  eine  Beeinträchtigung  der 
mitochondrialen  oxidativen  Phosphorylierung  in  Gehirnen  von  AD-Patienten 
beschrieben  (Chagnon  et  al.,  1995).  Ebenso  war  der  Grad  dieser 
Beeinträchtigung  proportional  mit  dem  klinischen  Gesamteindruck  (Blass, 
2003). 
 
4.2.1.3 Einfluss von intrazellulärem Aß auf die mitochondriale 
Funktion 
Die  von  vielen  Wissenschaftlern  lange  Zeit  favorisierte  „Amyloid-Kaskaden-
Hypothese“  postuliert,  dass  die  Akkumulation  von  Aß  der  erste  und 
entscheidende  Schritt  bei  der  Entstehung  der  AD  ist  (Selkoe,  1997).  Alle 
anderen Erscheinungen, inklusive dem Auftreten von Tau-Ablagerungen sind 
dieser Hypothese zufolge als sekundär anzusehen. Die anfängliche „Amyloid-
Kaskaden-Hypothese“  deckt  einen  großen  Teil  zur  Erklärung  der  AD-
Pathogenese  ab.  Dennoch  fehlen  einige  Details  und  einige  neuere  Befunde 
passen nicht in diese einfache Hypothese, wie unter anderem dass neuronale 
und synaptische Funktionsstörungen bereits vor dem ersten Auftreten von Aß-
Plaques und neurofibrillären Tangles zu beobachten sind (de la Torre, 2004). 
Ein weiterer kritischer Aspekt ist, dass senile Aß-Plaques im Gehirn von AD-
Patienten in geringem Ausmaß in der Amygdala, dem Hippokampus und dem 
Gyrus  parahippokampalis  konzentriert  sind.  Das  Vorkommen  der  NFTs  tritt 
dagegen verstärkt im limbischen System auf und korreliert eng mit den Orten 
der neuronalen Degeneration (Braak et al., 1993). Zudem konnte nicht in jedem 
FAD-APP-Tiermodell neuronaler Zelltod nachgewiesen werden. Deswegen wird 
derzeitig diskutiert, dass möglicherweise intrazelluläres Aβ für das Absterben 
von  Neuronen  verantwortlich  ist.  So  konnte  La  Ferla  und  Mitarbeiter  zeigen, 
dass  transgene  Mäuse,  welche  intrazelluläres  Aβ  exprimieren,  neuronale 
Degeneration  aufweisen  (LaFerla  and  Oddo,  2005).  In  Übereinstimmung  mit 
diesen Daten sind Beobachtungen von Studien mit transgenen Mausmodellen, 
welche  Aβ  intraneuronal  akkumulieren,  ohne  dass  es  zur  Bildung  von Diskussion 
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extrazellulären  Plaques  kommt.  Interessanterweise  konnte  in  den  Gehirnen 
dieser Tiere eine Hyperphosphorylierung von Tau (Echeverria et al., 2004) und 
ein Absterben von Neuronen nachgewiesen werden (Chui et al., 1999). Hieraus 
lässt sich schließen, dass die Bildung von extrazellulären Aß-Plaques nicht eine 
Notwendigkeit  ist,  eine  Tau-Hyperphosphorylierung  und  eine  Degeneration 
auszulösen.  Vielmehr  weisen  diese  Studien  auf  die  wichtige  Rolle  von 
intrazellulärem Aβ hin.  
 
Im  Gegensatz  zur  „Amyloid-Kaskaden-Hypothese“  postuliert  die so  genannte 
„Intrazelluläre  Hypothese“,  dass  für  die  neuronale  Funktionsstörung  und 
Degeneration eine stufenweise intraneuronale Ansammlung von Aß und nicht 
der extrazelluläre Prozess verantwortlich ist (Fernandez-Vizarra et al., 2004). 
Einige neuere Studien unterstützen diese These. Diese konnten zeigen, dass 
Aß innerhalb von Neuronen gebildet wird und sich innerhalb dieser ansammelt 
(Fernandez-Vizarra et al., 2004). Weiterhin kommt es zur Freisetzung von Aß 
durch neuronale Lyse und letztendlich zur Bildung von Aß-Plaques (D'Andrea et 
al.,  2001).  Die  Wichtigkeit  der  frühen  synaptischen  und  mitochondrialen 
Veränderungen  vor  Plaque-Entstehung,  wird  ebenfalls  durch  die  modifizierte 
„Amyloid-Kaskaden-Theorie“ berücksichtigt (Selkoe, 2002). Aufgrund dessen ist 
ein wichtiger derzeitiger Diskussionspunkt die Identität der toxischen Formen 
von  Aß  in  vivo  und  inwiefern  extrazelluläre  Aß-Ablagerungen  oder  die 
Überproduktion  von  intrazellulärem  Aß  den  Krankheitsprozess  der  AD 
vorantreiben.  
 
Die Daten dieser Arbeit weisen daraufhin, dass vermutlich intrazellulär erhöhte 
Aß-Level bereits zu mitochondrialer Dysfunktion führen. In 3 Monate alten Thy-
1 APP Tieren, welche noch keine Aß-Plaques ausbilden, konnte ein signifikant 
erniedrigtes  Membranpotential  festgestellt  werden,  ähnlich  dem  Abfall  in  6-8 
Monate alten Mäusen. In Übereinstimmung weisen Mäuse in einem Alter von 3 
Monaten bereits erniedrigte ATP-Level auf (Hauptmann et al., submitted). Zwar 
manifestieren sich diese Effekte noch nicht in einer veränderten RCR, dennoch 
weisen  sie  daraufhin,  dass  intrazelluläres  Aß  eine  wichtige  Rolle  bei  der Diskussion 
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Entwicklung der mitochondrialen Dysfunktion spielen könnte. Aufgrund der in 
dieser  Arbeit  gewonnenen  Ergebnisse  ist  anzunehmen,  dass  zunächst 
intrazelluläres Aß zu einer Beeinträchtigung der mitochondrialen Funktion führt, 
wie  einem  erniedrigten  Membranpotential  und  verringerten  ATP-Leveln 
(Hauptmann  et  al.,  2006).  Mit  zunehmendem  Alter  und  dem  Auftreten  von 
extrazellulären  Aß-Ablagerungen  wird  die  Beeinträchtigung  der  Atmungskette 
verstärkt.  Allerdings  kommt  es  erst  durch  die  weitere  Verminderung  der 
Komplex  I-  und  Komplex  IV-Aktivität  als  Konsequenz  des  Alterns  zu  einer 
Verminderung  der  RCR  und  folglich  zu  einer  Verringerung  der  relativen 
Effizienz  der  metabolischen  Kopplung  der  Elektronentransportkomplexe. 
Weitere  Studien  sind  allerdings  notwendig,  um  das  genaue  Zusammenspiel 
extrazellulärer Aß-Ablagerungen und erhöhter intrazellulärer Aß-Level für den 
Krankheitsverlauf zu bestimmen.  
 
4.2.2 Mitochondriale Funktion und Tau 
4.2.2.1 Einfluss von P301L-Tau auf das mitochondriale 
Transmembranpotential 
Im nächsten Abschnitt dieser Arbeit wurde der Einfluss einer Tau-Pathologie 
auf  die  mitochondriale  Funktion  untersucht.  Die  Tau-Pathologie  ist  ein 
charakteristisches  Merkmal  verschiedener  neurodegenerativer  Erkrankungen, 
wie der AD und der FTDP-17. Bisher sind bei der AD noch keine Mutationen im 
Tau-Protein  bekannt.  Durch  die  Identifizierung  von  Tau-Mutationen  bei  der 
familiären Form der FTDP-17 konnte allerdings bewiesen werden, dass eine 
Dysfunktion des Tau-Proteins in der Lage ist Neurodegeneration und Demenz 
auszulösen.  
 
Die  Daten  in  dieser  Arbeit  deuten  daraufhin,  dass  die  Tau-Pathologie  eine 
entscheidende  Rolle  bei  der  Ausbildung  mitochondrialer  Dysfunktion  in 
Zusammenhang mit der AD einnimmt. Die Expression der human pathogenen 
Mutation  P301L  führt  in  isolierten  Mitochondrien  15  Monate  alter  Mäuse  zu Diskussion 
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einem tendenziell erniedrigten Membranpotential. In diesem Alter ist der Abfall 
noch  nicht  signifikant.  In  Anbetracht  der  weiteren  Daten  dieser  Arbeit  kann 
allerdings  vermutet  werden,  dass  das  Membranpotential  zu  einem  späteren 
Alter  signifikant  vermindert  ist. In  Übereinstimmung  mit dieser These  weisen 
P301L transgene  Mäuse  in  einem  Alter  von  12  Monaten unveränderte  ATP-
Level auf, welche im Alter signifikant verringert sind (David et al., 2005).  
 
Eine mögliche Erklärung hierfür ist, dass das Tau-Protein nicht nur Mikrotubuli 
stabilisiert,  sondern  sie  ebenfalls  bei  einer  Fehlfunktion  verkleben  und 
unbrauchbar machen kann.  Dies führt  zu  einer  Störung der  vom Zellinneren 
nach  außen  gerichteten  Transportvorgänge,  so  dass  es  zu  einer 
Unterversorgung  der  äußeren  Bereiche  der  Zelle  kommt  (Mandelkow  et  al., 
2003).  Durch  diese  Störung  können  Mitochondrien  nicht  mehr  in  die 
Zellfortsätze einwandern und verbleiben folglich im Zellkörper liegen. Die Folge 
ist  eine  Unterversorgung  der  Zellfortsätze,  was  folglich  zum  Absterben  der 
Synapsen und zur Apoptose der ganzen Nervenzelle führt. In Übereinstimmung 
mit dieser These zeichnet sich in einem Zellmodell die Überexpression von WT-
Tau  in  einer  Beeinträchtigung  des  Plus-Ende  gerichteten  Transportes  ab, 
wodurch  es  zu  verminderten  Mitochondrien-Level  in  diesen  Neuriten  kommt 
(Ebneth et al., 1998). Obwohl nicht ausgeschlossen werden kann, dass dieser 
Pathomechanismus  ebenfalls  in  unserem  Tiermodell  auftritt,  ist  die 
Gesamtmenge  neuronaler  Mitochondrien  von  P301L-  und  WT-Mäusen 
identisch. Weiterhin konnte durch Co-Immunofärbungen von Mitochondrien und 
Mikrotubuli und einer nachfolgenden Bestimmung der proximalen und distalen 
Mitochondrien  von  Neuriten  in  der  CA1-Region  des  Hippokampus  eine 
Beeinträchtigung  des  mitochondrialen  Transportes  entlang  der  Neuriten  in 
P301L-Mäusen weitgehend ausgeschlossen werden (David et al., 2005). Dies 
lässt vermuten, dass P301L-Tau einen anderen pathogenen Mechanismus als 
überexprimiertes WT-Tau induziert oder dass der Effekt von Tau in Zellkulturen 
auf den mitochondrialen Transport nicht auf den in Mausmodellen übertragen 
werden  kann.  Alternativ  könnte  die  Akkumulation  von  Tau  eine  direkte 
Auswirkung  auf  die  mitochondriale  Funktion  ausüben.  So  wurde  ebenfalls  in Diskussion 
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zunehmendem Maße die Ansammlung der unlöslichen ATP-Synthase α-Kette 
assoziiert mit NFTs in AD-Gehirnen festgestellt (Sergeant et al., 2003).  
 
4.2.2.2 Einfluss von Tau auf die mitochondrialen 
Atmungsketten-Komplexe und die Atmungskette 
In  Übereinstimmung  mit  der  Down-Regulierung  der  kernkodierten 
Untereinheiten  der  Komplexe  I  und  V  (David  et  al.,  2005),  weisen  P301L 
transgene  Mäuse  nach  Inkubation  mit  den  spezifischen  Komplexinhibitoren 
Rotenon (Komplex I) und Oligomycin (Komplex V) eine stärkere Abnahme des 
Membranpotentials  im  Vergleich  zu  WT-Mäusen  auf.  Die  erhöhten 
Empfindlichkeiten der Komplexe I und V deuten auf einen möglichen Defekt der 
Elektronentransportkette  hin.  Durch  die  Bestimmung  der  Komplex  I-Aktivität 
bestätigte  sich  diese  erste  Vermutung.  So  weisen  12  Monate  alte  P301L 
transgene Mäuse einen funktionellen Defekt der NADH-Ubiquinon-Reduktase 
auf, welcher durch eine Reduktion der Aktivität um 30,75% gekennzeichnet ist. 
Weiterhin  wurden  die  Atmungsraten  isolierter  Mitochondrien  von  P301L 
transgenen  Mäusen  mittels  einer  Sauerstoffelektrode  bestimmt.  Durch  die 
Zugabe von Malat/Glutamat werden die Elektronen über den Komplex I in die 
Atmungskette  eingeschleust.  Es  war  zunächst  zu  erwarten,  dass  der 
funktionelle  Defekt  des  Komplexes  I  nach  Zugabe  von  lediglich  Komplex  I-
Substraten  sich  auch  in  einer  verminderten  Atmungsrate  widerspiegelt. 
Allerdings führt die Expression von P301L-Tau in 12 Monate alten Mäusen zu 
keiner ersichtlichen Beeinträchtigung der Komplex I-abhängigen State 3-, State 
4- sowie FCCP entkoppelten Atmung. Daher ist zu vermuten, dass der Komplex 
I-Defekt  durch  die  anderen  Atmungsketten-Komplexe  ausgeglichen  werden 
kann. Mit dem Alter und demzufolge einer Zunahme der Tau-Pathologie greifen 
diese Kompensationsmechanismen nicht mehr. Mitochondrien von 24 Monate 
alten  Mäusen  sind  durch  eine  signifikante  Reduktion  der  State  3-Atmung 
gekennzeichnet.  Diese  Verminderung  manifestiert  sich  ebenfalls  in  einer 
reduzierten RCR. Dies spricht für eine Beeinträchtigung der relativen Effizienz 
der  metabolischen  Kopplung  der  Elektronentransportkette.  Weiterhin  führt Diskussion 
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P301L-Tau im Alter zu einer verminderten FCCP entkoppelten Atmungsrate. In 
Übereinstimmung mit diesen Beobachtungen weisen P301L transgene Mäuse 
erst im Alter signifikant reduzierte ATP-Level auf (David et al., 2005). Ferner 
stimmen unsere Ergebnisse mit früheren Studien überein, welche die AD mit 
einer  zum  Teil  entkoppelten  mitochondrialen  Atmungskette  in  Verbindung 
bringen  (Sims  et  al.,  1987).  Überdies  wird  die  AD  mit  einer  veränderten 
Komplex I-Untereinheit (Aksenov et al., 1999) und verminderten ATP Synthase-
Leveln assoziiert (Schagger, 1996). In Primaten konnte zudem gezeigt werden, 
dass die Komplex I-Aktivität im Alter stark verringert ist (Bowling et al., 1993). 
Weiterhin wurden reduzierte Komplex I- und Komplex IV-Aktivitäten in isolierten 
Gehirn-Mitochondrien von alten Mäusen und Ratten festgestellt (Nakahara et 
al.,  1998;Navarro  et  al.,  2004;Navarro  and  Boveris,  2004).  Es  ist  daher 
anzunehmen, dass die altersbedingten Aktivitätsverluste das Komplex I-Defizit 
in  P301L  transgenen  Mäusen  verstärken,  wodurch  im  Alter  eine 
Beeinträchtigung der mitochondrialen Atmungsrate resultiert (vgl. Abb. 4.3).  
 
Die P301L-Mutation führt weiterhin zu einer Veränderung des oxidativen Status 
im Gehirn von transgenen Mäusen. So sind 24 Monate alte P301L transgene 
Mäuse  durch  erhöhte  Level  an  Superoxidradikalanionen  und  cytosolischem 
H2O2  gekennzeichnet  (David  et  al.,  2005).  Die  erhöhten  ROS-Level  könnten 
eine direkte Konsequenz der beeinträchtigten Komplex I-Aktivität sein. Turrens 
und Boveris et al. konnten bereits aufzeigen, dass eine Hemmung der Komplex 
I-Aktivität zu einem Anstieg der Superoxidbildung führt (Turrens and Boveris, 
1980). Wegen der hohen Reaktivität der ROS können sie praktisch mit allen 
molekularen  Strukturen  der  Zellen  reagieren,  was  je  nach  Lebensdauer  des 
Radikals, Bildungsort und Reaktionspartner zu strukturellen und funktionellen 
Störungen  bis  zum  Zelltod  führen  kann.  Hierbei  ist  erstaunlich,  dass  P301L 
transgene  Mäuse  im  Alter  reduzierte  Lipidperoxidations-Level  aufweisen, 
obwohl  sie  gleichzeitig  erhöhten  ROS-Leveln  ausgesetzt  sind  (David  et  al., 
2005).  Eine  denkbare  Erklärung  hierfür  ist,  dass  Zellen  welche  durch 
Lipidperoxidation beeinflusst sind, durch Apoptose entfernt werden. Allerdings 
konnten keine Unterschiede bezüglich der Level apoptotischer Zellen zwischen Diskussion 
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P301L- und WT-Mäusen mittels TUNEL-Färbung festgestellt werden (David et 
al., 2005). Eine weitere Möglichkeit besteht darin, dass P301L transgene Mäuse 
über eine Hochregulierung antioxidativer Enzyme die vermehrt gebildeten ROS 
abfangen,  noch  bevor  es  zu  einer  Schädigung  der  Membranen  kommt.  In 
Übereinstimmung mit dieser Vermutung weisen P301L transgene Mäuse eine 
erhöhte Aktivität der Cu/Zn-Superoxid-Dismutase und der Glutathion-Reduktase 
auf (David et al., 2005). Weiterhin wird diese These durch die Ergebnisse von 
Schüssel  et  al.  untermauert.  Sie  konnten  demonstrieren,  dass  in  alten 
Mäusegehirnen  erhöhte  Aktivitäten  der  Cu/Zn-Superoxid-Dismutase  und 
Glutathion-Reduktase gegen Lipidperoxidation schützen (Schussel et al., 2004). 
Weiterhin  ist  die  Superoxid-Dismutase  in  vivo  als  auch  in  vitro  in  der  Lage, 
Lipidperoxidation zu verhindern (Tien et al., 1981;Bonnes-Taourel et al., 1993). 
 
 
Abbildung 4-3: Synergistischer Effekt des Alters und Tau auf die mitochondriale Dysfunktion 
Die  Tau-Pathologie  ist  mit  einer  signifikanten  Reduktion  der  Komplex  I-Aktivität  assoziiert. 
Zusammen mit der altersbedingten Abnahme der Komplex I und Komplex IV-Aktivität führt dies 
zu einer verminderten Effizienz der Kopplung zwischen den Atmungskettenkomplexen in alten 




Zusammenfassend unterstützen unsere Ergebnisse die These, dass die Tau-
Pathologie  eine  wichtige  Rolle  bei  der  mitochondrialen  und  metabolischen 
Dysfunktion einnimmt, wie sie ebenfalls bei der AD zu beobachten ist. Es bleibt 
dennoch unklar, in welcher Weise Tau-Ansammlungen diese Veränderungen 
bewirken.  
 
4.2.2.3 Effekte von Aß auf die mitochondriale Atmungskette 
P301L transgener Mäuse 
Man  unterscheidet  verschiedene  Reifegrade  von  Aß  und  zwar  je  nach 
Morphologie, Bindungseigenschaften bezüglich des Farbstoffes Kongo Rot und 
der Assoziation zellulärer Elemente wie Neuriten oder Mikroglia. Allen Stufen 
gemeinsam ist jedoch der Hauptbestandteil, das Aß-Peptid (Glenner and Wong, 
1984).  Extrazelluläres,  sezerniertes  Aß  lagert  sich  bedingt  durch  eine 
Umlagerung von einer α-Helix zu einer ß-Faltblatt-Konformation zu Oligomeren 
zusammen. Hieraus bilden sich Protofibrillen (PF), die sich dann zu Fibrillen-
Strukturen  zusammenlagern,  welche  die  Vorstufe  der  neuritischen  Plaques 
darstellen  (Jarrett  et  al.,  1993a;Jarrett  et  al.,  1993b).  Nach  der  „Amyloid-
Kaskaden-Hypothese“ ist der Beginn und die Progression der Erkrankung eine 
Folge  der  vermehrten  Produktion  von  Aß-Peptiden  und  ihrer  progressiven 
Akkumulation in senile Plaques (Selkoe, 1998). Während die Bedeutung von Aß 
für  die  Pathogenese  der  AD  aufgrund  zahlreicher  Tiermodell-  und 
Zellkulturdaten  angenommen  werden  kann,  ist  die  Rolle  der  extrazellulär 
abgelagerten Plaques (d.h. aggregiertes/ fibrilläres Aß) aufgrund der schlechten 
Korrelation mit dem synaptischen bzw. neuronalen Schaden noch umstritten. 
Neuerdings  wird  auch  Aß-Monomeren  und  -Dimeren  bzw.  bestimmten 
Vorstufen der Aß-Fibrillen, den so genannten Protofibrillen (PF), eine im Sinne 
der  Neurotoxizität  pathogen  bedeutsame  Rolle  bei  der  Progression  der  AD 
zugeschrieben (Harper and Lansbury, Jr., 1997;Harper et al., 1997a;Harper et 
al., 1997b;Hartley et al., 1999;Walsh et al., 2001;Walsh et al., 2002b;Demuro et 
al.,  2005).  Während  Aß-Monomere  und  –Dimere  in  gemischten 
Nervenzellkulturen  konzentrations-  und  zeitabhängig  neurotoxisch  zu  wirken Diskussion 
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scheinen,  führen  PF  zusätzlich  zu  messbaren  Potentialveränderungen  an 
Nervenzellmembranen  und  ähneln  damit  in  ihrer  biologischen  Wirkung  den 
reifen  Aß-Fibrillen.  Dies  deutet  zumindest  auf  eine  mögliche  Mitbeteiligung 
dieser Aß-Vorstufen bei dem Prozess der Krankheitsprogression hin (Hartley et 
al, 1999). Des Weiteren wurden dissoziierte Hirnzellen von WT-Tau-Mäusen mit 
Aβ-Monomeren, -Dimeren und -Fibrillen behandelt. Die monomere Form des 
Aß1-42–Peptides zeigte im Vergleich zu der oligomeren und fibrillären Formen 
keine  Toxizität  auf.  Ferner  führte  die  Inkubation  mit  fibrillärem  Aß  zu  einer 
stärkeren  Depolarisation  des  mitochondrialen  Membranpotentials  als 
oligomeres Aß. In Übereinstimmung hiermit weisen lösliche Aß-Monomere in 
Nervenzellkultur-Experimenten  nur  eine  geringe  Toxizität  im  Vergleich  zu 
fibrillärem Aß auf (Lorenzo and Yankner, 1994;Howlett et al., 1995;Busciglio et 
al., 1995). Diese Resultate stehen im Einklang mit in vivo Beobachtungen, die 
zeigten,  dass  neuropathologische  Veränderungen  in  der  Nachbarschaft 
neuritischer  Plaques  (mit  fibrillärem  Aß)  ausgeprägter  sind  als  die 
Veränderungen  in  der  Umgebung  diffuser  Plaques,  welche  überwiegend 
amorphes,  nicht-fibrilläres  Aß-Material  enthalten  (Abe  et  al.,  1989;Mann, 
1989a;Mann, 1989b). 
 
Eine  strittige  Frage  in  der  AD-Forschung  bleibt  dennoch  die  Toxizität  der 
unterschiedlichen  Aggregationszustände  des  Aß.  Die  Daten  dieser  Arbeit 
lassen vermuten, dass Aß-Oligomere und -Fibrillen in unserem Versuchsdesign 
auf  die  mitochondriale  Funktion  gleichermaßen  toxisch  wirken.  Es  konnten 
keine  Unterschiede  hinsichtlich  der  Toxizität  der  beiden  verschiedenen  Aß-
Aggregationszustände  beobachtet  werden,  weder  bei  WT-  noch  bei  P301L- 
Mäusen. So führt in alten Mäusen sowohl die Inkubation mit Aß1-42-Fibrillen als 
auch –Oligomeren zu einer gleichgroßen Reduktion der State 3-Atmung, der 
RCR  und  der  FCCP  entkoppelten  Atmung.  Weiterhin  weisen  isolierte 
Mitochondrien  von  15  Monate  alten WT-Mäusen  nach  Inkubation  mit  Aß1-42-
Fibrillen und –Oligomeren keine veränderte RCR auf. Eine mögliche Erklärung 
hierfür  könnten  die  in  einem  vorherigen  Kapitel  bereits  angesprochenen 
Kompensationsmechanismen  der  anderen  nicht  durch  Aß  affektierten Diskussion 
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Atmungsketten-Komplexe  sein.  Im  Alter  sind  diese  Mechanismen  allerdings 
nicht mehr in der Lage diese Defizite auszugleichen, so dass WT-Mitochondrien 
nach Inkubation mit Aß ebenfalls beträchtliche Defekte aufweisen.  
 
In  offenbarem Widerspruch  zu  dieser  Beobachtung  stehen  Experimente,  die 
besagen,  dass  die  Neurotoxizität  des  Aß-Peptides  von  seinem 
Aggregationsgrad abhängig ist (Walsh et al., 2002a;Walsh et al., 2002b). Laut 
der  erstmals  von  Oda  et  al.  (1994)  aufgestellten  Oligomer-Hypothese,  sind 
weder Aβ-Monomere noch unlösliche Fibrillen, sondern lösliche Aβ-Oligomere 
für die Neuronen- bzw. Synapsenschädigung bei der AD verantwortlich (Oda et 
al., 1994;Oda et al., 1995). So konnte gezeigt werden, dass Aß-Oligomere und 
PF  ebenfalls  toxische  Effekte  auslösen  und  somit  unter  Umständen  die 
toxischere Form von Aß darstellen (Walsh et al., 1999;Klein et al., 2001;Walsh 
et  al.,  2002a;Walsh  et  al.,  2002b).  Die  Aß-Oligomerisierung  beginnt 
wahrscheinlich intrazellulär in Neuronen (Walsh et al., 2000). Die intrazelluläre 
Anreicherung von Aß wurde bereits in humanen Gehirnen bzw. in transgenen 
Mäusen nachgewiesen (Takahashi et al., 2002;Oddo et al., 2003b). Weiterhin 
wird  dies  in  Zusammenhang  mit  synaptischer  Dysfunktion,  einem  frühen 
Ereignis  der  AD,  gebracht  (Selkoe,  2002).  Interessanterweise  korreliert  der 
Schweregrad der synaptischen und kognitiven Dysfunktion ebenfalls besser mit 
den löslichen als mit den unlöslichen Aß-Spiegeln (McLean et al., 1999b;Lue et 
al., 1999). 
 
Unsere Daten stehen daher im Widerspruch mit den zuvor erwähnten Studien. 
Eine  mögliche  Erklärung  hierfür  könnte  sein,  dass  die  eingesetzten 
Konzentrationen der verschiedenen Aβ-Spezies falsch gewählt wurden. In der 
Annahme, dass die von uns eingesetzten Aß-Konzentrationen möglicherweise 
zu hoch gewählt wurden, würden sich unterschiedliche Effekte aufgrund der zu 
hohen konzentrationsabhängigen Toxizität nicht herauskristallisieren. Allerdings 
wurden ähnliche Versuche bereits durch Aleardi et al. durchgeführt. In deren 
Studie  wurde  die  Toxizität  von  Aβ1−42  und  Aβ25−35    miteinander  verglichen 
(Aleardi et al., 2005). Die von Ihnen gewählten Konzentrationen waren 10 bzw. Diskussion 
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100 µM und somit wesentlich höher als die von uns gewählte Konzentration von 
3,75  µM.  Des  Weiteren  wurden  die  von  uns  eingesetzten  Konzentrationen 
durch Vorversuche empirisch ermittelt und die kleinste wirksame Konzentration 
für die nachfolgenden Versuche festgelegt. Es ist daher wahrscheinlicher, dass 
die von uns selbst hergestellte Fibrillen-Lösung eine Mischung unterschiedlicher 
Aggregationszustände, wie Aß-Fibrillen, -Monomeren und –Oligomeren enthält. 
Aufgrund  dessen  kann  der  toxische  Effekt  der  Fibrillen-Lösung  nicht 
ausschließlich auf fibrilläres Aß begrenzt werden.  
 
Weiterhin  konnte  im  Rahmen  dieser  Arbeit  gezeigt  werden,  dass  isolierte 
Mitochondrien  von  P301L  transgenen  Mäusen  empfindlicher  gegenüber  Aß 
reagieren als die von WT-Tieren. Dieses Ergebnis stimmt mit der Beobachtung 
überein,  dass  dissoziierte  Hirnzellen  von  P301L-Mäusen  empfindlicher 
gegenüber extrazellulärem Aß reagieren als WT-Mäuse. Von großem Interesse 
hierbei ist, dass diese Unterschiede lediglich bei dissoziierten Hirnzellen des 
Zerebrums  auftreten  und  nicht  des  Zerebellums,  einem  Gehirnareal  mit 
geringeren  P301L-Tau-Leveln  (David  et  al.,  2005).  In  Übereinstimmung  mit 
diesen  Daten,  weist  eine  Vielzahl  von  Studien  auf  einen  mechanistischen 
Zusammenhang  der  Tau-Pathologie  mit  der  Aß-Toxizität  hin.  So  konnte 
Rapoport  et  al.  (2002)  durch  Verwendung  von  Tau-„knock-out“-Neuronen 
zeigen, dass Tau essentiell für die Aβ-induzierte Neurotoxizität ist (Rapoport et 
al.,  2002).  Weiterhin  wurde  durch  die  Verwendung  von  FAD-transgenen 
Tiermodellen auch in vivo eine Verbindung zwischen Aß und Tau demonstriert. 
Es wird vermutet, dass in Neuronen, welche kein mutiertes Tau besitzen, die 
Neurotoxizität von Aβ durch dynamischere Mikrotubuli-Populationen eventuell 
verhindert  wird.  Ferner  konnte  durch  die  Verwendung  verschiedener  FAD-
transgener  Tiermodelle  ein  kausaler  Zusammenhang  zwischen  Aβ  und  Tau 
nachgewiesen  werden.  So  zeigten  unterschiedliche  FAD-transgene  Mäuse, 
welche  Aβ  überproduzieren,  erhöhte  Tau-Phosphorylierung  und  kognitive 
Defekte auf (Tomidokoro et al., 2001b;Otth et al., 2002;Echeverria et al., 2004). 
In doppel-transgenen FAD-APP/-PS1-Mäusen wurden, im Gegensatz zu einer 
früheren Studie von Xu et al. (2002), neben hyperphosphoryliertem Tau, PHF-Diskussion 
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ähnliche  Filamente  nachgewiesen  (Kurt  et  al.,  2003).  In  diesem 
Zusammenhang sind auch die Ergebnisse von Lewis et al. (2001) zu nennen. In 
FDTP-17-Tau/FAD-APP  doppel-transgenen  Mäusen,  die  Plaques  und  NFTs 
aufweisen, konnte ein stärkeres Ausmaß an NFTs im Vergleich zu einzel-Tau 
transgenen Mäusen festgestellt werden. Zusätzlich wurden NFTs in Regionen 
beobachtet, die in einzel-transgenen Tieren nicht betroffen sind (Lewis et al., 
2001).  In  einem  parallelen  Ansatz  von  Götz  et  al.  (2001)  wurde  in  einer 
FDTP17-Tau-transgenen  Maus  durch  die  Injektion  von  fibrillärem  Aβ  eine 
erhöhte Tau-Aggregation in NFTs nachgewiesen (Gotz et al., 2001b). Unsere 
Ergebnisse in Zusammenhang mit den in der Literatur veröffentlichten Daten 
sprechen  für  einen  klaren  mechanistischen  Zusammenhang  der  Aß-Toxizität 
mit der Tau-Pathologie. 
 
4.2.3 Mitochondriale Funktion im Alter 
Der wichtigste Risikofaktor für die Erkrankung an der sporadischen AD stellt 
das  Alter  dar  (Braak  et  al.,  1996;Mayeux  et  al.,  2003).  Durch  die  steigende 
Lebenserwartung und einen immer größeren Anteil älterer Menschen in unserer 
Gesellschaft  und  den  damit  zunehmenden  alters-assoziierten  Erkrankungen, 
wie Morbus Parkinson und Morbus Alzheimer, nimmt die Relevanz des Themas 
Alterung  für  die  Grundlagenforschung  bis  hin  zur  klinischen  Medizin  einen 
immer größer werdenden Stellenwert ein. Zahlreiche Untersuchungen belegen, 
dass die Funktion der mitochondrialen Atmungskette in höherem Lebensalter, 
besonders in postmitotischen Geweben wie dem Gehirn, dem Herzen oder der 
Skelettmuskulatur,  abnimmt.  So  weisen  eine  Vielzahl  von  Daten  auf  die 
wichtige  Rolle  der  mitochondrialen  Atmungskette  im  Alterungsprozess  hin 
(Navarro and Boveris, 2004;Navarro and Boveris, 2007a;Navarro and Boveris, 
2007b).  Des  Weiteren  geht  man  heutzutage  davon  aus,  dass  der  normale 
Hirnalterungsprozess als krankheitsverstärkender Faktor unter anderem bei der 
AD-Pathogenese  agiert  und  möglicherweise  krankheitsspezifische  und 
unspezifische  Altersfaktoren  gemeinsam  zum  Absterben  der  Nervenzellen 
führen (Beckman and Ames, 1998;Eckert et al., 1999).  Diskussion 
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4.2.3.1 Einfluss des Alters auf das mitochondriale 
Transmembranpotential 
Das  mitochondriale  Membranpotential  stellt  einen  sehr  wichtigen  Marker  der 
mitochondrialen  Funktion  dar.  Ausgehend  von  NADH  werden  die  Elektronen 
über  die  mitochondrialen  Atmungsketten-Komplexe  zum  terminalen  Akzeptor 
Sauerstoff  transportiert.  Dieser  Elektronentransfer  ist  gekoppelt  mit  dem 
Pumpen  von  H
+  in  den  Intermembranraum,  wodurch  ein  Spannungsgradient 
(Membranpotential)  aufgebaut  wird.  Unter  physiologischen  Bedingungen  wird 
ein  mitochondriales  Membranpotential  von  ca.  -150  bis  -180  mV 
aufrechterhalten.  Die  Bestimmung  des  Membranpotentials  isolierter  Hirn-
Mitochondrien  von  Mäusen  unterschiedlicher  Altersstufen  ergab,  dass  mit 
fortschreitendem  Alter  es  zu  einer  signifikant  stärker  ausgeprägten 
Depolarisation kommt. Die Ursache hierfür könnte zum einen die mit dem Alter 
exponentiell  zunehmende  Rate  mitochondrialer  DNA  Mutationen  sein.  So 
konnte gezeigt werden, dass mtDNA-Mutationen im Alter, bedingt durch eine 
höhere Mutationsrate, akkumulieren (Michikawa et al., 1999). Da die mtDNA für 
subzelluläre  Komponenten  innerhalb  der  Mitochondrien  kodiert,  führen 
genannte Mutationen ab einem gewissen Ausmaß zu funktionellen Störungen 
der Elektronentransportkette. Eine weitere denkbare Erklärung könnte in einer 
erhöhten  H
+-Permeabilität  der  inneren  Mitochondrienmembran  begründet 
liegen.  Im  Hinblick  auf  diese  Möglichkeit  kann  der  H
+  elektrochemische 
Gradient nicht mehr vollständig aufrechterhalten werden, woraus ein Abfall des 
Transmembranpotentials  resultiert.  Neuere  Daten  an  Astrozyten  von  alten 
Tieren weisen in diesem Zusammenhang auf ein erniedrigtes Membranpotential 
hin,  welches  mit  einer  Beeinträchtigung  der  H
+-Impermeabilität  der  inneren 
mitochondrialen  Membran  assoziiert  ist  (Lin  et  al.,  2007).  Interessanterweise 
besitzen  auch  isolierte  Hirn-Mitochondrien  von  alten  Ratten  ein  größeres 
Volumen und eine erhöhte Wasserpermeabilität in hypotonem Medium (Navarro 
and Boveris, 2004). Ferner ist in kortikalen und striatalen Mitochondrien von Diskussion 
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alten  Ratten  ein  erniedrigtes  Membranpotential  mit  einer  erhöhten 
Suszeptibilität der Permeabilitäts-Transition verbunden (LaFrance et al., 2005).  
 
Weiterhin führt die Inkubation mit H2O2 und SNP zu einer vom Alter der Mäuse 
unabhängigen  Schädigung  des  mitochondrialen  Membranpotentials.  Auf  den 
ersten  Blick  erscheint  diese  Beobachtung  überraschend.  Eine  anerkannte 
Tatsache  hinsichtlich  des  Alterns  ist  eine  Zunahme  der  Produktion  von 
reaktiven  Sauerstoffspezies,  welche  durch  zahlreiche  Daten  in  der  Literatur 
unterstützt  werden  (Navarro  and  Boveris,  2004;Navarro  and  Boveris, 
2007a;Navarro and Boveris, 2007b). Alte Mäuse sind zusätzlich zur Schädigung 
mit  exogen  zugesetztem  H2O2  und  SNP  einer  erhöhten  endogenen  ROS-
Belastung  als  junge  Tiere  ausgesetzt,  wodurch  eine  stärkere  Abnahme  des 
mitochondrialen  Membranpotentials  in  alten  Mäusen  zu  erwarten  wäre.  Eine 
denkbare  Erklärung  für  unsere  Beobachtung  ist,  dass  der  physiologische 
Alterungsprozess in gesunden Tieren kompensatorisch zu einer Erhöhung der 
antioxidativen  Enzymaktivitäten  führt.  Demnach  würden  Mitochondrien  von 
alten Tieren gegenüber der Akkumulation von ROS und folglich vor oxidativen 
Schäden im Alter geschützt werden. Untermauert wird diese Vermutung durch 
Daten  von  Schüssel  et  al.  (2005).  Sie  konnten  zeigen,  dass  der 
Alterungsprozess  im  Gehirngewebe  von  Mäusen  zu  erhöhten  Aktivitäten  der 
Enzyme  Cu/Zn-Superoxid-Dismutase,  Glutathion-Peroxidase  und  Glutathion-
Reduktase führt. In der gleichen Studie konnten die Autoren zeigen, dass alte 
Mäuse  durch  erniedrigte  Spiegel  an  Lipidperoxidationsprodukten,  wie 
Malondialdehyd (MDA) und 4-Hydroxynonenal gekennzeichnet sind. Weiterhin 
resultiert  die  in  vitro  Stimulation  der  Lipidperoxidation  in  erniedrigten  oder 
unveränderten MDA-Spiegeln gealterter Tiere. Diese Beobachtung untermauert 
die  wichtige  Rolle  antioxidativer  Enzyme  zum  Schutz  gegenüber  oxidativen 
Schäden  in  vivo  und  in  vitro  (Schussel  et  al.,  2003).  Es  ist  daher  durchaus 
vorstellbar, dass eine Erhöhung der antioxidativen Enzyme die endogen hohe 
ROS-Belastung  alter  Tiere  abschwächen  kann.  Folglich  fallen  in  unserem 
Versuchsdesign  die  Effekte  von  exogen  zugefügtem  H2O2  und  SNP  ins Diskussion 
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Gewicht,  wodurch  die  gleichgroße  Schädigung  junger  und  alter  Tiere  erklärt 
werden könnte.  
 
4.2.3.2 Effekte des Alters auf die mitochondrialen 
Atmungsketten-Komplexe und die gesamte 
Atmungskette 
Des  Weiteren  reagieren  isolierte  Mitochondrien  von  alten  Tieren  nach 
Inkubation  mit  spezifischen  Inhibitoren  der  Komplexe  I,  III  und  IV  mit  einer 
stärkeren  Abnahme  des  mitochondrialen  Membranpotentials  als  junge  Tiere. 
Von  besonderem  Interesse  für  die  hier  vorliegende  Arbeit  ist  vor  allem  die 
erhöhte  Empfindlichkeit  der  Komplexe  I  und  IV  in  alten  Mäusen.  So  wurden 
Defizite dieser Komplexe ebenfalls bei vorherigen Versuchen mit der Tau- und 
Aß-Pathologie in Verbindung gebracht (vergleiche Kapitel 4.2..1.2 und 4.2.2.2). 
Weiterhin ergab die direkte Messung der Komplex I-Aktivität eine signifikante 
Verminderung der NADH-Ubiquinon-Reduktase-Aktivität im Alter. Leider war es 
uns aufgrund von methodischen Problemen nicht möglich, ebenfalls die Aktivität 
des Komplexes IV zu bestimmen. Allerdings weisen zahlreiche Studien, neben 
einer  selektiv  verminderten  Enzymaktivität  des  Komplexes  I,  auf  eine 
Beeinträchtigung des Komplexes IV in isolierten Mitochondrien aus Leber, Hirn, 
Herz und Nieren in alten Ratten und Mäusen hin (Chirino et al., 1989;Benzi et 
al., 1992;Martinez et al., 1994;Lenaz et al., 1997;Nakahara et al., 1998;Navarro 
et  al.,  2001;Navarro  et  al.,  2002;Navarro,  2004;Navarro  et  al.,  2004;Navarro 
and Boveris, 2004;Kumaran et al., 2005;Navarro and Boveris, 2007a;Navarro 
and Boveris, 2007b). Die Ursache für die verminderten Aktivitäten der NADH-
Ubiquinon-Reduktase und der COX könnte in einer direkten Hemmung deren 
Aktivitäten  begründet  liegen,  so  z.B.  durch  im  Alter  freigesetzte  Inhibitoren. 
Darüber hinaus könnte die Reduktion der Aktivitäten durch eine altersbedingte 
Modifikation  der  Enzyme  oder  einer  verringerten  Proteinexpression 
hervorgerufen  werden.  In  einer  kürzlich  veröffentlichten  Studie  wurde  durch 
Northern Blot Analysen von murinen Hirn-Mitochondrien demonstriert, dass die 
Expression der mitochondrial kodierten Gene der Komplexe I, III, IV und V bei Diskussion 
 155 
12  und  18  Monate  alten  Tieren  im  Vergleich  zu  der  junger  Tiere  signifikant 
erhöht  ist  (Manczak  et  al.,  2005).  Dieser  Befund  deckt  sich  mit  unserer 
Beobachtung,  dass  isolierte  Hirn-Mitochondrien  von  13  Monate  alten  Tieren 
noch  nicht  sensitiver  gegenüber  Komplexinhibitoren  reagieren  als  die  junger 
Mäuse.  Es  ist  durchaus  vorstellbar,  dass  in  13  Monate  alten  Tieren  die 
Überproduktion  von  Elektronentransferproteinen  kompensatorisch  zur 
Aufrechterhaltung  eines  gewissen  mitochondrialen  Membranpotentials  nach 
Hemmung eines Komplexes beiträgt. Ferner konnte Manczak et al. (2005) eine 
Verminderung  der  mRNA  Expressionslevel  in  24  Monate  alten  Mäuse 
nachweisen  (Manczak  et  al.,  2005).  Dies  lässt  vermuten,  dass  die 
Hochregulierung bestimmter Gene zur Kompensation nur über einen gewissen 
Zeitraum funktioniert. In Übereinstimmung mit diesem Befund reagieren isolierte 
Mitochondrien von 24 Monate alten Mäusen mit einer stärkeren Abnahme des 
mitochondrialen  Membranpotentials  nach  Inkubation  mit  Rotenon  und 
Natriumazid im Gegensatz zu dem junger Tieren. Zusammenfassend weisen 
Hirn-Mitochondrien  von  alten  Mäusen  selektiv  verminderte  Aktivitäten  von 
Enzymen  auf,  welche  integrale  und  wesentliche  Bestandteile  der  inneren 
mitochondrialen Membran sind. Hierbei waren vor allem die Komplexe I und IV 
durch den Alterungsprozess betroffen und können als wesentliche Marker des 
Alterns angesehen werden.  
 
Des  Weiteren  zeigte  die  Bestimmung  des  Sauerstoffverbrauchs  isolierter 
Mitochondrien unter Verwendung von Komplex I-Substraten eine mit dem Alter 
zunehme  Verminderung  der  Atmungsraten  auf.  Die  State  4-Atmung  scheint 
durch  den  Alterungsprozess  weitgehend  unberührt  zu  sein.  Demgegenüber 
weisen  isolierte  Mitochondrien  alter  Mäuse  eine  signifikante  Reduktion  der 
State  3-Atmung  auf.  Diese  spiegelt  sich  ebenfalls  in  einem  signifikant 
erniedrigten  Atmungskontrollindex  wider.  Die  respiratorische  Funktionsein-
schränkung im Alter scheint größtenteils eine Folge der verminderten Komplex 
I-  und  Komplex  IV-Aktivität  zu  sein.  Ausgehend  vom  Komplex  I  werden  die 
Elektronen von NADH schrittweise über die anderen Atmungsketten-Komplexe 
auf  Sauerstoff  übertragen.  So  führt  die  Hemmung  des  mitochondrialen Diskussion 
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Komplexes I in mehreren Stufen zu einer, durch verschiedene Mechanismen 
ausgelösten Beeinträchtigung der maximalen Atmungskapazität (Barrientos and 
Moraes,  1999).  In  Ergänzung  hierzu  wird  die  Atmungskapazität  alter  Hirn-
Mitochondrien  durch  eine  zusätzliche  Verminderung  der  Komplex  IV-Aktivität 
abgeschwächt.  Es  ist  daher  anzunehmen,  dass  diese  Mechanismen  für  die 
reduzierte  Atmungskapazität  bei  Maximalauslastung  (State  3)  verantwortlich 
sind, obwohl genügend Substrat für Komplex I zur Verfügung steht. Weiterhin 
kann die Verminderung der Komplex I-Aktivität funktionelle Konsequenzen für 
die Bildung von ATP und die mitochondriale Radikalbildung haben. So konnte 
beobachtet werden, dass der Komplex I neben Komplex III eine Quelle erhöhter 
mitochondrialer Radikalbildung ist.  
 
Die  Ansammlung  von  oxidativen  Schäden  und  die  Abnahme  der 
mitochondrialen  Kompetenz  ATP  zu  produzieren  im  Alter  sind  zwei 
grundlegende  Konzepte  der  „mitochondrialen  Hypothese  des  Alterns“ 
(Beckman and Ames, 1998). Aufgrund der in unserer Arbeit erhobenen Daten in 
Zusammenhang  mit  den  in  der  Literatur  veröffentlichten  Ergebnissen  kann 
davon  ausgegangen  werden,  dass  der  Alterungsprozess  durch  eine 
disproportionale  Atmungskette  gekennzeichnet  ist.  Zusammenfassend  spricht 
vieles dafür, dass altersabhängige mtDNA-Schäden durch eine disproportionale 
Atmungskette  hervorgerufen  werden,  was  wiederum  in  einer  erhöhten 
mitochondrialen  Radikalbildung  resultiert  (vgl.  Abb.  4.4).  Die  Folge  ist  eine 
mitochondriale  Fehlfunktion  und  folglich  eine  erniedrigte  ATP-Produktion  im 





Abbildung 4-4: Einfluss des Alters auf die mitochondriale Dysfunktion 
Altersbedingte  Abnahme  der  Komplex  I-  und  Komplex  IV-Aktivität  resultiert  in  einer 
verminderten  Effizienz der Kopplung  zwischen den  Atmungsketten-Komplexen. Die Folge ist 
eine verminderte energetische Ausbeute. Weiterhin führt die Beeinträchtigung der Atmungskette 
zu einer erhöhten Produktion an ROS, welche wiederum die mtDNA schädigen.  
 
4.2.4 Zusammenfassung 
Aus den in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen lässt sich ableiten, dass 
die mitochondriale Dysfunktion mit herabgesetzter energetischer Funktion eine 
Schlüsselrolle in der Pathogenese der AD einnimmt.  
 
Die konkreten Auslöser der mitochondrialen Fehlfunktion bei der AD sind bisher 
noch  umstritten.  Wir  konnten  allerdings  demonstrieren,  dass  sowohl  Aß  als 
auch Tau in Abhängigkeit vom Alter für die mitochondriale Dysfunktion in den 
von uns gewählten Tiermodellen eine entscheidende Rolle spielen. So zeigten 
wir,  dass  die  Aß-  als  auch  die  Tau-Pathologie  in  einem  reduzierten 
Membranpotential resultiert. Thy-1 APP transgene Mäuse weisen hauptsächlich 
einen  Defekt  der  Komplex  IV-Aktivität  auf,  wohingegen  P301L  transgenen 
Mäuse durch einen Defekt des Komplexes I gekennzeichnet sind. Auf der Basis Diskussion 
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unserer Entdeckungen im Zusammenhang mit zuvor veröffentlichten Arbeiten 
lässt  sich  schlussfolgern,  dass  beide  Aktivitätsverluste  zu  reduzierten  ATP-
Leveln führen (David et al., 2005;Hauptmann et al., 2006), begleitet von einer 
erhöhten ROS-Produktion. Hat die Inhibition der mitochondrialen Funktion einen 
bestimmten  Schwellenwert  erreicht,  führt  dies  zu  synaptischer  und 
mitochondrialer  Dysfunktion  und  letztendlich  zu  Apoptose.  Eine  ähnliche 
Erklärung wurde bereits von Aleardi et al. (2005) vorgeschlagen. Aleardi und 
Mitarbeiter  (2005)  postulieren,  dass  bei  Erreichen  eines  spezifischen 
Schwellenwertes der Inhibiton der Komplexaktivitäten, der plötzliche Abfall der 
Energieproduktion  zu  neuronaler  Dysfunktion  und  Beeinträchtigung  der 
kognitiven Kapazität führt (Aleardi et al., 2005). Aufgrund der Tatsache, dass 
Mitochondrien für die neuronale Funktion essentiell sind, und neuronale Zellen 
durch  ihre  limitierte  glykolytische  Kapazität  von  der  aeroben  oxidativen 
Phosphorylierung  abhängig  sind,  führt  dieser  Teufelskreis  letztendlich  zu 
erhöhter Apoptose (David et al., 2005). 
 
Es wird klar, dass die zum Teil als eigenständig diskutierten Mechanismen nicht 
voneinander  getrennt  betrachtet  werden  sollten.  So  führen  sowohl  die  Tau-
Pathologie  als  auch  die  Aß-Pathologie  unter  bestimmten  Umständen  zur 
Apoptose der Zellen und demzufolge zu Neurodegeneration. Die AD ist daher 
eine  komplexe  und  multifaktoriell  bedingte  Erkrankung.  Zahlreiche 
interagierende  Komponenten  sind  für  die  Pathogenese  verantwortlich,  von 
denen einige bisher noch nicht identifiziert sind bzw. erst angefangen wurde, sie 
eingehender zu untersuchen. Weiterhin muss auf die wichtige Rolle des Alterns 
hingewiesen werden. Das vermehrte Auftreten mitochondrialer Mutationen im 
Alter in Kombination mit spezifischen Defekten der Atmungsketten-Komplexe, 
könnte durch synergistische Effekte das späte Einsetzen der mitochondrialen 
Dysfunktion  in  Thy-1  APP  und  P301L  transgenen  Tieren  bzw.  bei  der  AD 




Abbildung 4-5: Die AD als eine komplexe und multifaktoriell bedingte Erkrankung.  
Mitochondriale Fehlfunktion als eine frühe gemeinsame pathologische Folge der Aß- und Tau-
Pathologie,  des  Alterns  und  weiteren  Risikofaktoren  der  sporadischen  AD.  Weiterhin 





4.3 Überprüfung von Antidementiva auf ihre 
protektiven  Eigenschaften auf die mitochondriale 
Funktion 
In  den  vergangenen  zwei  Jahrzehnten  konnte  eine  ganze  Reihe  von 
Erkenntnissen  über  die  Entstehung  der  AD  gewonnen  werden. 
Neuroprotektiven Stoffen wird ein immer größeres Interesse entgegengebracht, 
denn bedingt durch die demographische Entwicklung zeigt sich eine Zunahme 
von  Hirnleistungsstörungen,  z.B.  des  Morbus  Alzheimer. Trotz  allem  ist man 
von einer viel versprechenden Therapie noch sehr weit entfernt. Die derzeitige 
Behandlung  von  AD-Patienten  erfolgt  lediglich  durch  die  Linderung  der 
Symptome und nicht durch Behebung der Ursachen. Wie die vorangegangenen 
Ergebnisse gezeigt hatten, stellt die mitochondriale Dysfunktion ein wichtiges 
Ereignis  in  der  AD-Pathogenese  dar.  Aufgrund  dessen  ist  es  sehr  wichtig, 
Arzneistoffe zu finden, die den Energiehaushalt der Mitochondrien stabilisieren 
und somit Neuronen vor apoptotischen Zelltod schützen können. 
 
4.3.1 Effekte einer Ginkgo biloba-Behandlung auf die 
mitochondriale Funktion 
4.3.1.1 Effekte von EGb761 auf das mitochondriale 
Transmembranpotential 
Aufgrund seiner bekannten Radikalfänger-Eigenschaften wird EGb761-Extrakt 
zur  Behandlung  von  altersbedingten  kognitiven  Erkrankungen,  wie  der  AD 
eingesetzt. Eine Vielzahl von klinischen Studien konnte bereits den Nutzen von 
EGb761  bei  der  Behandlung  von  ZNS-Störungen  belegen  (Kanowski  et  al., 
1996c;Le  Bars  et  al.,  1997;Le  Bars  et  al.,  2000;Le  Bars  et  al.,  2002)  und Diskussion 
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zusätzlich  vasoregulatorische,  antioxidative,  antiischämische,  antiödematose, 
antiapoptotische  und  neuroprotektive  Effekte  als  mögliche  Wirkmechanismen 
aufzeigen. Aufgrund neuerer Befunde scheint Ginkgo biloba Extrakt ebenfalls 
protektive  Effekte  auf  die  mitochondriale  Atmungskette  direkt  auszuüben 
(Janssens  et  al.,  1999,  Abdel-Kader  et  al.,  2007).  Allerdings  ist  der 
Mechanismus der neuroprotektiven Wirkung von EGb761 noch nicht vollständig 
aufgeklärt. Daher ist es von großem Interesse, zu welchem Ausmaß EGb761 
die mitochondriale Funktion gegenüber schädlichen Einflüssen schützen kann.  
 
Unsere  Studien  ergaben, dass  Ginkgo biloba  Extrakt  nach  einer 2-wöchigen 
Behandlungsstudie  in  der  Lage  ist,  dass  mitochondriale  Membranpotential 
isolierter  Hirn-Mitochondrien  nach  oxidativem  und  nitrosativem  Stress  zu 
stabilisieren. In Übereinstimmung mit unseren Daten konnten protektive Effekte 
von EGb761 in untransfizierten PC12-Zellen nach oxidativer und nitrosaminer 
Schädigung  beobachtet  werden  (Eckert  et  al.,  2003).  Von  großem  Interesse 
hierbei ist, über welche Mechanismen Ginkgo biloba Extrakt protektiv wirkt.  
 
Für  die  protektiven  Effekte  nach  H2O2-Inkubation  scheinen  maßgeblich  die 
Radikalfänger-Eigenschaften von EGb761 verantwortlich zu sein, die bereits in 
zahlreichen Studien belegt wurden (Schindowski et al., 2001;Smith and Luo, 
2003;Smith and Luo, 2004). Freie Radikale wie Superoxidradikalanionen und 
Hydroxyl-Radikale  spielen  eine  entscheidende  Rolle  bei  Alterungsprozessen 
und neurodegenerativen Erkrankungen. Insbesondere den Hydroxyl-Radikalen 
wird  heute  eine  entscheidende  Rolle  bei  der  peroxidativen  Degradation 
zugeschrieben,  die  mit  einer  strukturellen  Desorganisation  von  Membranen 
verbunden ist (Wei et al., 2000). So wirkt EGb761 durch seine Eigenschaft als 
Radikalenfänger  gleichfalls  membranstabilisierend.  Weiterhin  können 
Flavonoide  in  zellfreien  Systemen  ROS  abfangen  (Robak  and  Gryglewski, 
1988). Man nimmt an, dass deren Polyphenolstruktur hierfür verantwortlich ist 
(Saija  et  al.,  1995).  Ferner  konnten  in  zellfreien  Systemen  für  die  EGb761-
Komponenten Bilobalid und die Ginkgolide B, C und J nachgewiesen werden, 
dass sie ROS abfangen können (Scholtyssek et al., 1997). Überdies besitzen in Diskussion 
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zellulären Systemen Bilobalid (Zhou and Zhu, 2000) und die Flavonoidfraktion 
(Oyama  et  al.,  1994;Smith  and  Luo,  2003)  ebenfalls  antioxidative 
Eigenschaften. Hierbei weisen vor allem die Flavonoide Kämferol und Quercetin 
Radikalfänger-Eigenschaften  auf  (Smith  and  Luo,  2003).  Zusätzlich  hierzu 
konnten einige Arbeitsgruppen demonstrieren, dass Ginkgo biloba Extrakt zu 
einer Erhöhung der Proteinspiegel und Aktivitäten antioxidativer Enzyme führt. 
So  wurden  im  Hippokampus  von  Ratten  erhöhte  Spiegel  an  Superoxid-
Dismutase und Katalase beobachtet (Bridi et al., 2001), sowie in der Leber von 
Mäusen eine erhöhte Aktivität der Glutathion-Reduktase (Sasaki et al., 2002). 
Ferner führt Bilobalid zu einer Erhöhung der Aktivität der Superoxid-Dismutase 
und Katalase. Aufgrund dessen vermuten die Autoren, dass die Erhöhung der 
antioxidativen  Enzym-Aktivitäten  gleichermaßen  zum  protektiven  Effekt  von 
Bilobalid beitragen. Übereinstimmend mit diesen Daten, weisen Bilobalid und 
die  Ginkgolide  A,  B,  C  und  J  in  untransfizierten  PC12-Zellen,  welche  24 
Stunden  oxidativem  Stress  ausgesetzt  waren,  protektive  Effekte  auf  das 
mitochondriale  Membranpotential  auf  (Daten  nicht  gezeigt).  In  diesem 
Zusammenhang weisen ebenfalls Caenorhabditis elegans Würmer, welche mit 
EGb761  behandelt  wurden,  eine  erhöhte  Resistenz  gegenüber  oxidativen 
Stress  auf  (Wu  et  al.,  2002),  wobei  diese  Würmer  eine  um  8%  verlängerte 
Lebensspanne als Kontrollwürmer besitzen. In weiteren Studien mit C.elegans 
konnte  gezeigt  werden,  dass  der  protektive  Effekte  von  EGb761  durch  eine 
erhöhte  Resistenz  gegenüber  oxidativen  Stress  und  einer  Verminderung  der 
ROS-Akkumulation herrührt (Kampkotter et al., 2007).  
 
EGb761  ist  darüber  hinaus  in  der  Lage,  isolierte  Mitochondrien  von  Ginkgo 
biloba  Extrakt  behandelten  Tieren  vor  der  Schädigung  durch  nitrosativem 
Stress zu schützen. Hierzu wurden isolierte Mitochondrien für 2 Stunden mit 
SNP inkubiert und anschließend das Membranpotential bestimmt. SNP fungiert 
als  NO-Donor.  NO  selbst  ist  relativ  unreaktiv,  kann  jedoch  in  sehr  reaktive 
Moleküle  umgewandelt  werden,  in  so  genannte  reaktive  NO-Spezies.  NO 
reagiert beispielsweise mit Sauerstoff, wobei NO2
 gebildet wird. Dieses ist in der 
Lage mit einem zweiten NO zu N2O3
 zu reagieren. N2O3
 kann Thiole wie z.B. Diskussion 
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Glutathion nitrosylieren. NO kann außerdem mit dem Superoxidradikalanion zu 
Peroxynitrit reagieren. NO und Peroxynitrit üben einen hemmenden Effekt auf 
die mitochondriale Atmungskette aus. NO führt zu einer schnellen, selektiven 
und  reversiblen  Hemmung  der  COX,  wohingegen  Peroxynitrit  zu  einer 
langsamen,  nichtselektiven  und  irreversiblen  Hemmung  von  mehreren 
Atmungsketten-Komplexen  führt  (Cassina  and  Radi,  1996;Radi  et  al., 
2002a;Radi et al., 2002b). Peroxynitrit ist in der Lage die Komplexe I, II, III IV 
und V, die Aconitase und die Mn-Superoxid-Dismutase zu hemmen (Brown and 
Bal-Price,  2003;Brown  and  Borutaite,  2004).  Ein  schneller  Effekt  von 
Peroxynitrit  stellt  die  Hemmung  des  Komplexes  I  dar.  Diese  Hemmung  wird 
hervorgerufen durch S-Nitrosylierung. Peroxynitrit ist ebenfalls in der Lage den 
Komplex V der Atmungskette zu hemmen. Diese Hemmung kommt zustande 
durch Oxidation von kritischen Thiolgruppen im ATP-Synthase-Komplex (Radi 
et  al.,  1994).  Der  protektive  Effekt  von  Ginkgo  biloba  gegenüber  SNP-
induzierter mitochondrialer Dysfunktion resultiert höchstwahrscheinlich zum Teil 
auf seinen Radikalfänger-Eigenschaften. So wird durch die Neutralisation von 
Superoxidradikalanionen  weniger  Peroxynitrit  aus  NO  gebildet  und  der 
hemmende  Einfluss  auf  die  mitochondrialen  Atmungsketten-Komplexe 
vermindert. In hippokampalen Rattenneuronen wurde ebenfalls eine Reduktion 
der  NO-Toxizität  durch  EGb761  beobachtet.  Des  Weiteren  konnte  diese 
Arbeitsgruppe  zeigen,  dass  vor  allem  die  Flavonoidfraktion  für  diesen 
protektiven Effekt verantwortlich ist (Bastianetto et al., 2000b). Zudem konnte 
für  Bilobalid  auch  eine  Reduktion  der  NO-Toxizität  nachgewiesen  werden 
(Zimmermann et al., 2002). Demzufolge scheinen Bilobalid und die Ginkgolide 
an der Reduktion der Neurotoxizität von NO beteiligt zu sein. Der protektive 
Gesamteffekt  von  Ginkgo  biloba  Extrakt  auf  die  mitochondriale  Funktion 
resultiert scheinbar aus einem additiven Effekt der einzelnen Komponenten des 
Extraktes.  
 
Zusätzlich können die antioxidativen Eigenschaften von Ginkgo biloba Extrakt 
auf Grund der Tatsache erklärt werden, dass EGb761 in der Lage ist Metall-
Ionen, wie z.B. Fe
2+ zu chelatieren (Gohil and Packer, 2002;Gohil, 2002).  Diskussion 
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Demzufolge  wird  die  Generation  neuer  ROS  durch  die  Atmungskette 
vermindert. Weiterhin ist es möglich, dass EGb761 durch die Stabilisation der 
mitochondrialen  Atmungsketten-Komplexe  die  mitochondriale  Funktion  nach 
NO-induziertem Stress stabilisieren kann.  
 
4.3.1.2 Protektive Effekte von EGb761 auf die mitochondrialen 
Atmungsketten-Komplexe 
Ferner konnte gezeigt werden, dass EGb761 in der Lage ist, die Komplexe I, IV 
und V vor dem Angriff von spezifischen Komplexinhibitoren zu schützen. Dies 
deutet  auf  direkte  protektive  Effekte  von  Ginkgo  biloba  Extrakt  auf  die 
mitochondrialen  Atmungsketten-Komplexe  hin.  Der  zugrunde  liegende 
Wirkmechanismus  könnte  in  einer  Erhöhung  der  Expressionslevel  der 
Atmungsketten-Komplexe  liegen.  So  konnte  bereits  gezeigt  werden,  dass 
EGb761 und Bilobalid zu einem Anstieg der mRNA-Spiegel der Untereinheit I 
der NADH-Dehydrogenase und der Untereinheit III der COX führt. Die geringere 
Depolarisation  des  mitochondrialen  Membranpotentials  nach  Inkubation  mit 
Rotenon  (Komplex  I)  und  Natriumazid  (Komplex  IV)  könnte  hierdurch  erklärt 
werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die durch EGb761 und Bilobalid 
verursachte  Erhöhung  der  mRNA-Transkription  auf  einer  Erhöhung  der 
Expression  und  Bindung  von  Transkriptionsfaktoren  am  Promoter  der  Gene 
resultiert, welche für die mitochondriale Transkription verantwortlich sind (Tendi 
et  al.,  2002).  Die  protektive  Wirkung  von  Ginkgo  biloba  Extrakt  auf  die 
mitochondriale Atmungskette wird weiterhin durch Versuche von Janssen et al. 
bestätigt.  Sie  konnten  zeigen,  dass  isolierte  Mitochondrien  aus  der  Ratten-
Leber  nach  einer  Behandlung  mit  Bilobalid  eine  erhöhte  RCR  und  eine 
erniedrigte  State  4-Atmung  aufweisen  (Janssens  et  al.,  1999).  Eine 
Erniedrigung der State 4-Atmung geht mit einer verminderten Bildung von ROS 
einher und ist demzufolge ein Marker für die Bildung von ROS. In einer weiteren 
in vitro Studie zeigte sich, dass Ginkgo biloba Extrakt in Herzmitochondrien von 
Ratten  konzentrationsabhängig  zu  einer  Erhöhung  der  State  2-Atmung  führt 
(Trumbeckaite  et  al.,  2006).  Darüber  hinaus  war  Bilobalid  in  der  Lage,  die Diskussion 
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Atmungsketten-Komplexe I und III vor dem Angriff von Komplexinhibitoren zu 
schützen  und  die  Komplex  I-Aktivität  zu  erhöhen  (Janssens  et  al.,  1999). 
Protektive  Effekte  auf  die  mitochondrialen  Atmungsketten-Komplexe  von 
Ginkgo  biloba  Extrakt  konnten  ebenfalls  in  PC12-Zellen  beobachtet  werden. 
EGb761  war  hierbei  in  der  Lage  alle  Atmungsketten-Komplexe  zu  schützen. 
Abschließend  scheint  EGb761  aufgrund  der  Erhöhung  der  Expression  von 
Genen,  die  für  Untereinheiten  der  mitochondrialen  Atmungsketten-Komplexe 
kodieren, in der Lage zu sein, die Funktion der mitochondrialen Atmungskette 
zu verbessern. 
 
Weiterhin  gibt  es  Hinweise,  dass  EGb761  die  Glutathion-Spiegel  von  alten 
Ratten stabilisiert (Sastre et al., 1998). So konnte in retinalen Gliazellen in vitro 
eine  Steigerung  der  Glutathion-Synthese  durch  EGb761  beobachtet  werden 
(Rimbach  et  al.,  2003).  Ein  wichtiger  Punkt  hierbei  ist,  dass mitochondriales 
Glutathion zum Schutz der mtDNA vor oxidativem Stress beiträgt. Besonders im 
Alter  kommt  es  zu  erhöhtem  oxidativem  Stress  (Navarro  and  Boveris, 
2004;Navarro and Boveris, 2007b). Interessanterweise ist EGb761 in der Lage, 
die Glutathion-Oxidation in Leber-Mitochondrien von alten Mäusen signifikant 
zu erniedrigen und gleichzeitig oxidative Schäden von mitochondrialer DNA im 
Gehirn  und  in  der  Leber  zu  vermindern.  Ferner  scheint  EGb761 
altersabhängige  Veränderungen  der  mitochondrialen  Morphologie  und  die 
Größe der Gehirn- und Leber-Mitochondrien zu verhindern (Sastre et al., 2002). 
Die Stabilisation der mitochondrialen Morphologie durch EGb761 ist in Leber- 
und  Gehirn-Mitochondrien  von  alten  Ratten  zudem  mit  einer  Reduktion  der 
Abnahme  des  mitochondrialen  Membranpotentials  assoziiert  (Sastre  et  al., 
1998). Des Weiteren führte EGb761 zu einer Modulation der synaptischen und 
mitochondrialen Plastizität in Vitamin-E-defizienten Ratten (Bertoni-Freddari et 
al., 2002). Dies ist vor allem interessant im Hinblick darauf, dass synaptische 
Dysfunktion ein frühes Ereignis der AD darstellt. Unsere Ergebnisse zusammen 
mit den in der Literatur veröffentlichten Daten belegen, dass die Stabilisation 
der  mitochondrialen  Funktion  durch  EGb761  durch  Addition  mehrerer 
Einzeleffekte resultiert.  Diskussion 
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4.3.1.3 Zusammenfassung EGb761 
Schon  vor  Jahrtausenden  wurde  Ginkgo  biloba  eine  heilende  Wirkung 
zugeschrieben. Seit den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts, nachdem 
der  Extrakt  des  Ginkgo  biloba und  seine  Inhaltsstoffe  isoliert  worden  waren, 
erfolgten zahlreiche Studien und Experimente, die zeigen konnten, dass Ginkgo 
biloba  unter  anderem  eine  neuroprotektive  Wirkung  besitzt.  Heutzutage  wird 
hauptsächlich ein Extrakt aus Blättern von Ginkgo biloba (Salisburia adiantifolia, 
Fächerblattbaum), dessen wirksame Bestandteile (Ginkgoflavonglykoside und 
Terpenlactone  wie  Ginkgolide  und  Bilobalid)  in  konstanter  Konzentration 
vorliegen  (EGb761)  verwendet.  Klinische  Studien  konnten  den  Nutzen  von 
EGb761 für kognitive Störungen im Alter und bei der Demenz zeigen. Hierbei 
scheinen die einzelnen Bestandteile von Ginkgo biloba Extrakt, wie Flavonoide, 
Bilobalid und Ginkgolide additiv zu wirken.  
 
Die  in  dieser  Arbeit  gewonnenen  Daten  weisen  daraufhin,  dass  die 
neuroprotektive  Effekte  des  Ginkgo  biloba  Extraktes  durch  antioxidative  und 
Mitochondrien-stabilisierende  Eigenschaften  des  Extraktes  hervorgerufen 
werden. Vor allem die Mitochondrien-stabilisierende Eigenschaft des Extraktes 
ist  von  großem  Interesse,  da  neuere  Befunde  auf  einen  Zusammenhang 
mitochondrialer  Dysfunktion  und  neurodegenerativen  Erkrankungen,  wie 
Morbus Alzheimer, hindeuten. Synaptische Dysfunktion stellt überdies ein sehr 
frühes Ereignis der Pathogenese der AD dar und wird heutzutage häufig mit 
mitochondrialer  Dysfunktion  in  Verbindung  gebracht.  Aufgrund  seiner 
Mitochondrien-stabilisierenden  Funktion  scheint  EGb761  geeignet  zu  sein 




Abbildung  4-6:  Protektive  Effekte  von  Ginkgo  biloba  Extrakt  aufgrund  seiner  Radikalfänger-
Eigenschaften und Stabilisation der Mitochondrienfunktion.  
EGb761  kann  eine  Vielzahl  von  ROS,  wie  z.B.  Superoxid-Anionen,  Hydroxyl-  und  Peroxyl-
Radikale  abfangen.  Weiterhin  konnte  gezeigt  werden,  dass  EGb761  in  der  Lage  war,  die 
Komplexe I, IV und V vor dem Angriff von spezifischen Komplexinhibitoren zu schützen. In der 




Zum jetzigen Standpunkt der Forschung kann allerdings noch keine Aussage 
über die humanmedizinische Relevanz der Ergebnisse gemacht werden. Diese 
lassen  jedoch  hoffen,  dass  Ginkgo  biloba  Präparate,  die  bereits  als 
Antidementiva  eingesetzt  werden  und  eine  gute  Verträglichkeit  aufweisen,  in 
Zukunft  gezielt  bei  bestimmten  Hirnleistungsstörungen  des  Menschen  als 
Therapieansatz berücksichtigt werden. Weiterhin sprechen hierfür die einfache 




4.3.2 Effekte einer Piracetam Behandlung auf die 
mitochondriale Funktion 
4.3.2.1 Effekte von Piracetam auf das mitochondriale 
Transmembranpotential 
Piracetam  weist  ebenso  wie  Ginkgo  biloba  Extrakt  protektive  Effekte auf  die 
mitochondriale Funktion auf. Nach einer 14-tägigen Behandlungsstudie zeigte 
sich,  dass  Piracetam  in  der  Lage  ist,  das  mitochondriale  Membranpotential 
nach oxidativem und nitrosativem Stress zu stabilisieren. Es ist anzunehmen, 
dass Piracetam dies über seine membranstabilisierende Eigenschaft vollzieht.  
 
Zahlreiche  Daten  weisen  daraufhin,  dass  Piracetam  direkt  mit  Membranen 
interagiert (Fassoulaki et al., 1985). So konnte unter anderem mittels einer 
31P-
NMRI-Methode die Interaktion von Piracetam mit synthetischen Phospholipid-
Doppelschichten nachgewiesen werden. Hierbei interagiert Piracetam direkt mit 
den  Phosphatkopfgruppen  der  Phospholipid-Doppelschicht  von  Membranen 
(Fassoulaki  et  al.,  1985).  Infolgedessen  resultiert  eine  Neuorganisation  der 
Lipidmoleküle und die Bildung von Piracetam-Phospholipidkomplexen (Peuvot 
et al., 1995). Es konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt vor allem in alten 
Mäusen  zu  einer  signifikanten  Verbesserungen  der  Membranfluidität  führt, 
wohingegen  die  Effekte  in  jungen  Mäusen  nur  geringfügig  ausgeprägt  sind 
(Muller  et  al.,  1999;Albert  et  al.,  2002;Muller  et  al.,  2004).  Weiterhin  konnte 
gezeigt werden, dass Piracetam in alten Tieren zu einer Erhöhung der Dichte 
der muskarinergen Acetylcholinrezeptoren (Cohen and Muller, 1993) und der 
NMDA-Rezeptoren (Pilch and Muller, 1988;Scheuer et al., 1999) führt, was in 
einer Verbesserung der kognitiven Fähigkeiten resultiert (Scheuer et al., 1999). 
Von  großem  Interesse  hierbei  ist,  dass  Piracetam  ebenfalls  die 
Membranfluidität mitochondrialer Membranen verbessert (Muller et al., 1999).  
 Diskussion 
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Weiterhin scheinen die protektiven Effekte von Piracetam auf die mitochondriale 
Funktion nicht in einer antioxidativen Natur begründet liegen, da Piracetam in 
vitro  in  therapeutischen  Konzentrationen  keine  antioxidativen  Eigenschaften 
aufweist  (Horvath  et  al.,  2002).  In  Übereinstimmung  konnte  in  unserem 
Arbeitskreis  durch  Sebastian  Schaffer  im  Guajacol-Assay,  sowie  im 
Oxyhämoglobin-Assay  keine  antioxidativen  Effekte  von  Piracetam  in 
Konzentrationen bis zu 5 mM festgestellt werden. Bentue-Ferrer et al. konnte 
ebenfalls  keine  Radikalfänger-Eigenschaften  von  Piracetam  feststellen, 
nachdem  sie  Ratten  mit  Piracetam  in  einer  Konzentration  von  200  und  400 
mg/kg Körpergewicht fütterten (Bentue-Ferrer et al., 1989). In einer Studie mit 
Rattenastrozyten,  welche  Hypoxie  ausgesetzt  wurden,  konnte  ebenfalls  ein 
stabilisierender  Effekt  von  Piracetam  auf  die  mitochondriale  Funktion 
beobachtet werden (Gabryel et al., 2002). Hierbei zeigte sich, dass die durch 
Hypoxie verursachten Effekte, wie ein Abfall der MTT-Reduktion, ein Abfall der 
ATP-Spiegel sowie eine Zunahme der Apoptose durch Piracetam vermindert 
werden  konnten.  Weiterhin  konnte  eine  Erhöhung  der  ATP-Spiegel  nach 
Hypoglykämie  durch  Piracetam  beobachtet  werden  (Benzi  et  al.,  1985).  In 
Übereinstimmung  erhöhte  Piracetam  auch  in  PC12-Zellen  die  ATP-Spiegel 
nach nitrosativem Stress (Keil et al., 2006b). Zusätzlich konnte gezeigt werden, 
dass Piracetam in der Lage ist, die Folgen von oxidativem Stress über eine 
Hochregulierung antioxidativer Enzyme, wie Superoxid-Dismutase, Glutathion-
Reduktase  und  Glutathion-Peroxidase  zu  normalisieren.  Es  ist  daher 
anzunehmen,  dass  Piracetam  oxidativen  Stress  über  eine  Verbesserung  der 
mitochondrialen Funktion vermindert. 
 
4.3.2.2 Protektive Effekte von Piracetam auf die 
mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe 
Die Funktionsfähigkeit des mitochondrialen Multienzym- und Protonentransport-
systems  ist  an  die  strukturelle  und  funktionelle  Integrität  seiner  nukleär  und 
mitochondrial  kodierten  Untereinheiten  gebunden.  Interessanterweise  ist 
Piracetam ebenfalls in der Lage, die mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe Diskussion 
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zu schützen. Bei jungen Tieren sind vor allem die Komplexe I, II und IV durch 
Piracetam  geschützt,  wohingegen  bei  alten  Tieren  alle  fünf  Komplexe  der 
Atmungskette stabilisiert werden. In Übereinstimmung ist Piracetam auch in der 
Lage,  alle  Atmungsketten-Komplexe  in  PC12-Zellen  zu  schützen  (Keil  et  al., 
2006b).  Bei  niedrigen  Piracetam-Konzentrationen  werden  vor  allem  die 
Komplexe  I,  II  und  III  besonders  gut  geschützt,  wohingegen  ab  einer 
Konzentration  von  1000  µM  Piracetam  auf  alle  Komplexe  einen  protektiven 
Effekt  aufweist.  In  Übereinstimmung  hierzu  zeigten  Daten  mit  Rattengehirn-
Mitochondrien nach traumatischem Ödem einen stabilisierenden Effekt auf die 
oxidative  Phosphorylierung  auf  (Novikov  and  Sharov,  1991).  Ferner  konnte 
gezeigt werden, dass Piracetam in Rattengehirn-Schnitten die Atmung und die 
glykolytische Aktivität um 30% erhöht.  
 
Es ist zu vermuten, dass Piracetam über eine Erhöhung der Membranfluidität 
der  inneren  Mitochondrienmembran  (Muller  et  al.,  1999)  protektiv  auf  die 
Atmungsketten-Komplexe  wirkt.  Die  Komplexe  der  Atmungskette  sind  in  der 
inneren Membran lokalisiert, wodurch es denkbar ist, dass Piracetam über die 
Veränderung der Membraneigenschaften diese schützt und zur Verbesserung 
deren Funktion beiträgt. Es wäre beispielsweise interessant zu untersuchen, ob 
Piracetam direkte Effekte auf die Aktivität der mitochondrialen Atmungsketten-
Komplexe  ausübt.  Weiterhin  könnte  Piracetam  über  die  Stabilisation  der 
Membraneigenschaften  ein  ungewolltes  Eindringen  von  H
+  aus  dem 
Intermembranraum  in  die  mitochondriale  Matrix  verhindern  und  folglich  das 
mitochondriale Membranpotential stabilisieren.  
 
4.3.2.3 Zusammenfassung Piracetam 
Piracetam  gehört  zu  den  so  genannten  Nootropica,  was  griechisch  so  viel 
bedeutet  wie  „Substanzen,  die  auf  das  Gehirn  wirken“.  Piracetam  wird  nach 
oraler  Gabe  rasch  und  vollständig  resorbiert,  wobei  die  relative  systemische 
Bioverfügbarkeit  100%  beträgt.  Hierbei  ist  Piracetam  das  erste  Nootropikum 
(Giurgea, 1982), das klinisch eingesetzt wurde. Heutzutage wird Piracetam bei Diskussion 
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Myoklonus und bei kognitiven Störungen eingesetzt. Allerdings ist der genaue 
Wirkmechanismus noch nicht vollständig geklärt. 
 
Die Daten in dieser Arbeit belegen einen eindeutigen protektiven Effekt einer 
Piracetam  Behandlung  auf  die  mitochondriale  Funktion  nach  oxidativem  und 
nitrosativem Stress. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Piracetam alle 
Komplexe der mitochondrialen Atmungskette stabilisiert. Die Stabilisierung der 
mitochondrialen  Funktion  ist  höchstwahrscheinlich  durch  die  Membran-
stabilisierenden Eigenschaften von Piracetam begründet. Die Substanz bindet 
dosisabhängig  an  Phospholipide  der  Zellmembranen,  wodurch  sich 
möglicherweise  eine  verbesserte  Membranstabilität  und  eine  Modulation  der 
postsynaptischen  Rezeptordichte  mit  konsekutiven  Veränderungen  der 
Neurotransmission ergibt. Weiterhin ist zu vermuten, dass Piracetam über die 
Stabilisierung der mitochondrialen Funktion neuroprotektive Effekte ausübt. So 
konnten  protektive  Effekte  von  Piracetam  ebenfalls  in  Schlaganfallstudien 
belegt werden (Enderby et al., 1994;Dedeyn et al., 1996;Orgogozo, 1999;Therot 
and Orgogozo, 2000).  
 
Kombiniert mit der Verbesserung der mitochondrialen Membranfluidität erhöht 
Piracetam in alten Tieren die Dichte der muskarinergen Acetylcholinrezeptoren 
(Cohen  and  Muller,  1993)  und  der  NMDA-Rezeptoren  (Pilch  and  Muller, 
1988;Scheuer  et  al.,  1999).  Die  Kombination  aus  der  Verbesserung  der 
Membranfluidität,  der  Neurotransmission  sowie  der  neuroprotektiven 
Eigenschaften  scheinen  entscheidend  zur  Wirksamkeit  von  Piracetam  bei 
kognitiven  Störungen  beizutragen.  Aufgrund  des  geringen 
Nebenwirkungspotential  und  der  ausgeprägten  Mitochondrien-stabilisierenden 





Abbildung 4-7: Protektive Effekte von Piracetam auf die mitochondrial Funktion 
Piracetam  bindet  dosisabhängig  an  die  Phospholipide  der  mitochondrialen  Membran, 
infolgedessen  eine  Neuorganisation  der  Lipidmoleküle  und  die  Bildung  von  Piracetam-
Phospholipidkomplexen  resultiert.  Dies  führt  zu  einer  Erhöhung  der  Membranfluidität.  Die 
Komplexe der Atmungskette sind in der inneren Membran lokalisiert, wodurch es denkbar ist, 
dass Piracetam über die Veränderung der Membranzusammensetzung diese schützt und zur 
Verbesserung  deren  Funktion  beiträgt.  Piracetam  (1)  bindet  an  polare  Kopfgruppen  (2)  von 
Phospholipid-Doppelschichten (3).  Zusammenfassung 
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5  Zusammenfassung 
Die Alzheimer Demenz (AD) ist eine progressive, neurodegenerative Erkrankung, die 
weltweit  die  häufigste  Form  der  Demenz  darstellt  und  im  mittleren  bis  späten 
Lebensabschnitt  auftritt.  Die  auffälligsten  histopathologischen  Merkmale  der  AD 
beinhalten –neben dem Untergang von Nervenzellen und Synapsen vorwiegend im 
Temporal- und Parietallappen – das Auftreten von extrazellulären Ablagerungen aus 
fibrillogenem  Aß1-42-Peptiden  in  senilen  Plaques  und  intraneuronalen 
Akkumulationen  von  hyperphosphoryliertem  Tau  in  so  genannten  neurofibrillären 
Bündeln.  Derzeitig  häufen  sich  Anhaltspunkte,  nach  denen  die  mitochondriale 
Dysfunktion eine entscheidende Rolle beim Nervenzelluntergang bei der AD spielt. 
Um genauere Informationen über die Ursache der mitochondrialen Dysfunktion zu 
erhalten,  wurden  in dieser  Arbeit der  Einfluss  von  Alzheimer-relevanten  Faktoren, 
wie der Aß- und der Tau-Pathologie, sowie das Alter als wichtigster Risikofaktor der 
AD auf die mitochondriale Funktion untersucht. Als Tiermodelle standen hierfür Thy-1 
APP  transgene  Mäuse,  welche  erhöhte  Aß-Level  ab  einem  Alter  von  3  Monaten 
aufweisen (Blanchard et al., 2003), P301L transgene Mäuse, bei denen es ab einem 
Alter  von  6  Monaten  zur  NFT-Formation  kommt  (Gotz  et  al.,  2001b)  und  NMRI-
Mäuse als Altersmodell zur Verfügung. 
 
Isolierte  Hirn-Mitochondrien  von  Thy-1  APP  transgenen  Mäusen  weisen  unter 
basalen Bedingungen ein signifikant erniedrigtes Membranpotential im Vergleich zu 
dem  von  non-tg  Tieren  auf.  Die  Inkubation  mit  H2O2  und  SNP  führt  weiterhin  zu 
einem  signifikant  reduzierten  mitochondrialen  Membranpotential  in  isolierten 
Mitochondrien von non-tg Tiere. Demgegenüber können Mitochondrien Thy-1 APP 
transgener Mäuse offenbar nicht durch oxidativen und nitrosativen Stress zusätzlich 
geschädigt  werden,  wofür  wahrscheinlich  eine  Vielzahl  von  Kompensations-
mechanismen  verantwortlich  ist.  Im  Gegensatz  hierzu  führt  die  Expression  der 
human  pathogenen  Mutation  P301L  in  isolierten  Mitochondrien  15  Monate  alter 
Mäuse zu einem nur tendenziell erniedrigten Membranpotential. In Anbetracht der 
weiteren  Ergebnisse  dieser  Arbeit  und  publizierten  Daten  kann  allerdings  davon 
ausgegangen werden, dass das Membranpotential in P301L-Mitochondrien zu einem Zusammenfassung 
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späteren  Alter  ebenfalls  signifikant  vermindert  ist.  Weiterhin  demonstrierten 
fortführende  Experimente  einen  Defekt  der  Komplex  IV-Aktivität  bei  Thy-1  APP 
Mitochondrien  und  eine  reduzierte  Komplex  I-Aktivität  bei  P301L-Mitochondrien. 
Passend zu diesen Daten sind sowohl Thy-1 APP- als auch P301L-Mitochondrien im 
Alter durch einen reduzierten Atmungskontrollindex gekennzeichnet, das heißt beide 
transgene  Mauslinien  weisen  im  Alter  eine  beeinträchtigte  mitochondriale 
Atmungsrate  auf.  Ferner  konnte  der  Einfluss  von  Aß  auf  die  mitochondriale 
Atmungskette  durch  die  Inkubation  mit  extrazellulär  zugefügtem  fibrillärem  Aß  zu 
non-tg  Mitochondrien  bestätigt  werden.  Die  Inkubation  mit  Aß  führt  in  non-tg 
Mitochondrien zu einer reduzierten State 3-Atmung, welche sich ebenfalls in einem 
verminderten  Atmungskontrollindex  widerspiegelt.  Dieses  Ergebnis  verdeutlicht 
nochmals  den  Zusammenhang  der  mitochondrialen  Dysfunktion  mit  Aß.  Des 
Weiteren  waren  isolierte  Hirn-Mitochondrien  von  Mäusen  unterschiedlicher 
Altersstufen  mit  fortschreitendem  Alter  durch  eine  signifikant  stärker  ausgeprägte 
Depolarisation  des  mitochondrialen  Membranpotentials  gekennzeichnet.  Daneben 
reagieren isolierte Mitochondrien von alten Tieren nach Inkubation mit spezifischen 
Inhibitoren  der  Komplexe  I,  III  und  IV  mit  einer  stärkeren  Abnahme  des 
mitochondrialen Membranpotentials als junge Tiere. Von besonderem Interesse für 
die hier vorliegende Arbeit war vor allem die erhöhte Empfindlichkeit der Komplexe I 
und IV in alten Mäusen, da diese Defizite ebenfalls mit der Tau- und Aß-Pathologie in 
Verbindung gebracht worden sind. Ferner ergab die direkte Messung der Komplex I-
Aktivität eine signifikante Verminderung der NADH-Ubiquinon-Reduktase-Aktivität im 
Alter.  In  Übereinstimmung  weisen  isolierte  Mitochondrien  unter  Verwendung  von 
Komplex  I-Substraten  eine  mit  dem  Alter  zunehmende  Verminderung  der 
Atmungsraten. Es scheint, dass das vermehrte Auftreten mitochondrialer Mutationen 
im  Alter  in  Kombination  mit  spezifischen  Defekten  der  Atmungsketten-Komplexe 
durch synergistische Effekte das späte Einsetzen der mitochondrialen Dysfunktion in 
Thy-1 APP und P301L transgenen Tieren bzw. bei der AD erklären könnte. 
 
Im  zweiten  Teil  dieser  Arbeit  konnte  gezeigt  werden,  dass  sowohl  Ginkgo  biloba 
Extrakt  als  auch  Piracetam  protektive  Effekte  auf  die  mitochondriale  Funktion 
ausüben. Nach jeweils 14-tägigen Behandlungsstudien konnte gezeigt werden, dass 
sowohl  Gingko  biloba  Extrakt  als  auch  Piracetam  in  der  Lage  waren,  das 
mitochondriale  Membranpotential  nach  oxidativem  und  nitrosativem  Stress  zu Zusammenfassung 
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schützen.  Des  Weiteren  konnte  bei  beiden  Stoffen  eine  Stabilisation  der 
mitochondrialen  Atmungskettenkomplexe  nach  einer  Behandlung  mit  spezifischen 
Komplexinhibitoren  beobachtet  werden.  Die  protektiven  Effekte  von  Ginkgo biloba 
können  durch  zwei  Mechanismen  erklärt  werden,  durch  seine  Radikalfänger-
Eigenschaften  und  zum  anderen  durch  seine  stabilisierende  Funktion  der 
mitochondriale Funktion. Demgegenüber scheint Piracetam die Mitochondrien durch 
seine membranstabilisierenden Eigenschaften zu schützen. Durch die Erhöhung der 
Membranfluidität  der  inneren  mitochondrialen  Membran  scheint  Piracetam  die 
Funktion  der  mitochondrialen  Atmungsketten-Komplexe  zu  stabilisieren.  Ginkgo- 
biloba  Extrakt  und  Piracetam  scheinen  demzufolge  zwei  sehr  interessante 
Präventions- und Therapieoptionen bei Patienten mit leichten kognitiven Störungen 
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